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Der Hippocampus ist eine paarige Formation im zentralen Nervensystem (ZNS) und 
spielt eine zentrale Rolle in der Funktion von Gedächtnis und räumlicher Orientierung 
(1). Während die Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) im Gefäßendothel schon 
weitgehend bekannt ist, wird dessen Einfluss auf die Physiologie des ZNS nach wie 
vor intensiv erforscht (2). In diesem Rahmen soll in der vorliegenden Arbeit der 
altersabhängige Einfluss von NO sowie seiner Signalkaskade auf die Plastizität der 
Synapsen zwischen medialem Tractus perforans und hippocampalen Körnerzellen 
untersucht werden. 
1.1 Hippocampus 
Gelegen im medialen Temporallappen des Menschen, ist der Hippocampus eine 
Formation mit zentraler Bedeutung für das episodische Gedächtnis und die räumliche 
Navigation (1). Seit den Veröffentlichungen zum unter dem Pseudonym „H.M.“ 
berühmt gewordenen Patienten Henry Gustav Molaison widmeten die 
Neurowissenschaften kaum einer Gehirnstruktur mehr Aufmerksamkeit als dem 
Hippocampus. Molaison wurde infolge einer Temporallappenepilepsie beidseits 
medial lobektomiert, wodurch er Uncus, Amygdala und 2/3 seines Hippocampus verlor 
(3). Postoperativ besserte sich zwar die Epilepsie, jedoch kam es zu einer irreversiblen 
anterograden Amnesie, die im Vergleich mit anderen Operationen auf die weitgehende 
Zerstörung des Hippocampus zurückgeführt wurde. Dies prägte die noch heute gültige 
Vorstellung vom Hippocampus als Tor zum Gedächtnis. 
1.1.1 Hippocampus und Gedächtnis 
Die Fähigkeit, bekannte Informationen zu erkennen und wiederzugeben, ist eine der 
zentralen Funktionen nicht nur des menschlichen Großhirns. Für diese Funktion gilt 
der Hippocampus als wichtiges anatomischer Element. Daneben hat er Bedeutung für 
die Regulation emotionalen Verhaltens, einzelner Aspekte der motorischen Kontrolle 
und auch für die Regulation der hypothalamischen Funktion (4). 
Es werden Netzwerke von Millionen von Nervenzellen benötigt, die in ihrem 
räumlichen und zeitlichen Zusammenspiel die komplexe Leistung des menschlichen 
Gedächtnisses hervorbringen (5). Obwohl es die Zusammenarbeit von allen 
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Großhirnbereichen erfordert (6), gibt es für das Lernen – speziell deklarativer und 
episodischer Inhalte – einen entwicklungsgeschichtlich vorgegebenen anatomischen 
Weg, der über den Hippocampus führt (3). 
Dieser nimmt eine Filterfunktion ein, bevor die Informationen in den Isocortex gelangen 
(4). Trotz seiner einfachen Struktur als Teil des Allokortex erfüllt der Hippocampus 
höhere kognitive Funktionen aus allen Bereichen des deklarativen Gedächtnisses (4). 
Gleichzeitig verfügt der Hippocampus über eine hohe synaptische Plastizität, die sich 
durch die Veränderung der Signalübertragung nach wiederholt dargebotenem Reiz 
äußert (7), sowie über die im menschlichen Nervensystem seltene Fähigkeit zur 
adulten Neurogenese (6). 
Der Neurogenese im Hippocampus, welche vor allem in der subgranulären Zone des 
Gyrus dentatus stattfindet, wird unter anderem für die Unterscheidung zwischen neuen 
und alten Informationen eine Bedeutung zugemessen (6). Ebenso vermutet wird die 
Erhöhung des erinnerten Detailreichtums durch Neurogenese sowie eine 




1.1.2 Anatomie des Hippocampus 
Die erste Beschreibung des Hippocampus erfolgte bereits 1587 durch Arantius, den 
italienischen Chirurgen und Anatomen, der auch das Foramen ovale sowie den Ductus 
arteriosus und den Ductus venosus zuerst beschrieb (8). Er war es auch, der den 
Terminus "Hippocampus" einführte, der auf die einem Seepferdchen ähnliche 
Erscheinung beim Blick von intraventrikulär verweist. 
 
Abbildung 1. Horizontalschnitt des Hippocampus eines Versuchstiers (P9–15) 
Nissl-Färbung mit Toluidin-Blau. Eindeck-Medium: Entellan. Angefertigt von Tina Sellmann, Institut für 
Physiologie, Rostock. 1: Gyrus dentatus; 2: Cornu ammonis 
Der Hippocampus besteht aus zwei Anteilen, dem Cornu ammonis (Ammonshorn) und 
dem Gyrus dentatus (4). Diese liegen zu Beginn der Entwicklung noch nebeneinander, 
jedoch wölbt sich das Cornu ammonis im Verlauf nach medial ins Ventrikelsystem vor, 
wodurch der Gyrus dentatus eine konkave Form annimmt. Die beiden Schichten 
trennen sich und bilden die für den hippocampalen Querschnitt typische Struktur aus 
zwei U-förmigen, ineinandergreifenden Laminae, getrennt durch den Sulcus 
hippocampalis. Während der tiefe Anteil des Sulcus hippocampalis in der Entwicklung 
bald verschwindet, bleibt der oberflächliche Anteil gut sichtbar als Sulcus 
hippocampalis superficialis (siehe Abbildung 1). 
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Das Cornu ammonis lässt sich histologisch in vier Schichten einteilen. Das Stratum 
oriens enthält die Korbzellen, sowie Dendriten der Pyramidenzellen. Die Korbzellen 
sind die vorherrschenden Interneurone im Hippocampus. Sie kommen verstreut über 
alle Schichten vor und üben einen inhibitorischen Einfluss auf die Schaltkreise aus. 
Die Zellkörper der Pyramidenzellen befinden sich im Stratum pyramidale. In Stratum 
radiatum, Stratum lacunosum und Stratum moleculare findet man sowohl Dendriten 
als auch Axone der Pyramidenzellen, die hier auch umgeschaltet werden. 
Der Gyrus dentatus hingegen besteht histologisch aus drei Schichten. Im Stratum 
moleculare werden die Axone des Tractus perforans auf die Dendriten der 
Körnerzellen umgeschaltet. Die Somata der Körnerzellen liegen im Stratum 
granulosum. Das Stratum multiforme des Gyrus dentatus trennt ihn vom Cornu 
ammonis und enthält die Axone der Körnerzellen. 
Das Subiculum liegt zwischen Cornu ammonis und entorhinalem Cortex. Es bildet den 
Ausgang aus dem Hippocampus zum Isocortex und integriert ebenso Afferenzen aus 
dem Assoziationscortex. 
Die Afferenzen des Hippocampus enden zunächst an den Körnerzellen im Stratum 
granulosum des Gyrus dentatus. Die Körnerzellen projizieren über Moosfasern auf die 
Pyramidenzellen in der CA3-Region des Stratum pyramidale des Cornu ammonis. 
Diese Pyramidenzellen wiederum projizieren über die Schaffer-Kollateralen auf die 
CA1-Region im Stratum pyramidale. Die Axone der Pyramidenzellen aus der CA1-
Region enden im Subiculum. Die Axone des Subiculums projizieren über den Fornix 
entlang der Seitenventrikel zu den Nucleii septales und zum Corpus mamillare. 
Außerdem gehen von Subiculum und Stratum pyramidale im Sinne einer 
Rückkopplung Kollateralen zurück zum Entorhinalen Cortex, der diese Signale an den 
temporalen Assoziationscortex, den Temporalpol und den präfrontalen Cortex 




Abbildung 2. Der trisynaptische Schaltkreis 
1: Tractus perforans; 2: Stratum granulosum, Gyrus dentatus; 3: Moosfasern; 4: Stratum pyramidale, 




Abbildung 3. Die Verbindungen des Hippocampus 




1.1.3 Tractus perforans (engl. perforant path) 
Die wichtigsten Afferenzen des Hippocampus sind die Axone des Tractus perforans 
(9). Als Teil des Papez-Kreises projiziert dieser vom entorhinalen Cortex (EC) in den 
Gyrus dentatus (10). 
Zunächst konvergieren isocorticale Fasern im entorhinalen Cortex, von wo aus Axone 
über den Tractus perforans in den Hippocampus ziehen (9). Der Tractus perforans 
durchbricht die weiße Substanz des entorhinalen Cortex sowie das Subiculum und tritt 
so in den Gyrus dentatus ein. Während Lamina III des EC in die CA1-Region projiziert, 
verlaufen die Axone aus Lamina II zur Region CA3 und eben über den Tractus 
perforans in den Gyrus dentatus (10). 
Im Gyrus dentatus selbst werden viele Teilleistungen des Gedächtnisses erbracht: es 
werden eingehende Informationen integriert, Muster – vor allem räumliche – erkannt 
und nach Kontext bewertet (11,12). Ähnliches leistet der Gyrus dentatus für die 
Erkennung von Gerüchen (13). Diese Leistungen lassen ihm eine wichtige Rolle im 
Angstverhalten zukommen (14). 
Axone aus dem medialen entorhinalen Cortex (MEC) bilden den medialen Tractus 
perforans (medial perforant path, MPP). Axone aus dem lateralen entorhinalen Cortex 
(LEC) bilden den lateralen Tractus perforans (lateral perforant path, LPP). Die 
Bezeichnungen „medial“ und „lateral“ sind hier als vereinfacht zu betrachten. 
Tatsächlich liegt der MEC caudomedial, während der LEC rostrolateral zu finden 
ist (10). Während beide Anteile des Tractus perforans an den Dendriten der 
Körnerzellen im Gyrus dentatus enden, befinden sich die Synapsen des MPP in der 
mittleren Molekularschicht und die Synapsen des LPP in der äußeren Molekularschicht 
(15). Einige Fasern des Tractus perforans ziehen auch weiter in die CA1-Region des 
Cornu ammonis (16). Elektrophysiologisch erkennt man die Synapsen des MPP an 
ihrer Doppelpulsdepression: bei zwei gleich starken, schnell aufeinander folgenden, 
präsynaptischen Strompulsen fällt das zweite postsynaptische Potential kleiner aus als 
das erste (17). Im LPP hingegen findet man eine Doppelpulsbahnung; das zweite 
postsynaptische Potential ist größer als das erste (15,18).  
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1.2 Synaptische Plastizität 
1.2.1 Synaptische Plastizität und Gedächtnis 
Ein elektrophysiologisches Modell zur experimentellen Beurteilung der Eigenschaften 
von Gedächtnis und Lernen ist die synaptische Plastizität, unter welcher man die 
aktivitätsabhängige Anpassung der synaptischen Übertragung versteht. Eine 
experimentelle Messgröße dieser Anpassung ist die Langzeitpotenzierung (engl. long 
term potentiation, LTP) (19). LTP bedeutet die Steigerung des elektrischen Signals an 
einer chemischen Synapse. Diese Steigerung kann Minuten bis Monate anhalten und 
entsteht infolge von Umbauprozessen an der Synapse, welche durch natürliche 
Aktivität oder verschiedene Reizprotokolle induziert werden können. 
Analog zur Langzeitpotenzierung kann man in vielen Experimenten eine 
Langzeitdepression beobachten (engl. long term depression, LTD) (20). Die LTD ist 
gekennzeichnet durch eine Verringerung des elektrischen Signals einer Synapse. 
Seit den ersten Beschreibungen der LTP geht man davon aus, dass sie ein 
elektrophysiologische Korrelat von Lernen und Gedächtnis darstellt (21,22). Bereits 
1949 postulierte Donald Hebb, dass der Lernprozess zu einem Umbau der Neurone 
führe, den man auch an einzelnen Synapsen beobachten könne (23,24). Und 
tatsächlich konnte gezeigt werden, dass beim Lernprozess in vivo ebenfalls eine LTP 
auftritt (19). Nichtsdestotrotz bleibt die LTP nur ein Teil der messbaren Repräsentation 
der Gedächtnisleistung, welche ein komplexes Zusammenspiel von vielen 
anatomischen Regionen und physiologischen Prozessen ist (25). 
1.2.2 Mechanismen der Langzeitpotenzierung 
Trifft ein Aktionspotential oder ein überschwelliger elektrischer Reiz auf die 
präsynaptische Membran, so schüttet diese, vermittelt durch einen Calcium-Einstrom, 
ihre Neurotransmitter in den synaptischen Spalt aus (26). Diese Neurotransmitter 
binden unter anderem an ionotrope postsynaptische Rezeptoren, infolgedessen 
Ionen-Kanäle öffnen, sodass entweder ein exzitatorisches postsynaptisches Potential 
(EPSP) oder ein inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP) entsteht. Die 
Summe dieser Potentiale wird am Axonhügel integriert, was das Auslösen eines neuen 
Aktionspotentials zur Folge haben kann. 
Man kann drei Phasen der LTP beobachten: die Induktion, die Transduktion und die 
Expression (25). Die Induktion beschreibt die Mechanismen, die eine LTP auslösen. 
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Als Transduktion werden die Signalkaskaden bezeichnet, die schließlich zur 
messbaren Expression der LTP führen. Zur Induktion der LTP wurden zunächst 
Hochfrequenz-Stimulationen (HFS) eingesetzt (21). Der -Rhythmus, der auch bei der 
lernenden Ratte in vivo auftritt, wurde auch erfolgreich zur LTP-Induktion angewendet 
(engl. theta-burst stimulation, TBS) (27–29). Ebenso wurde eine LTP-Induktion durch 
Hochfrequenz-Magnetstimulation beschrieben (30). Die Induktion der LTP ist vor allem 
von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) abhängig (25,31) (siehe Abbildung 4). 
 
Abbildung 4. Das Standardmodell der Langzeitpotenzierung 
NMDAR: NMDA-Rezeptor; CaMK: Ca2+/Calmodulin-abhängige Protein-Kinase; AMPAR: AMPA-
Rezeptor; AC: Adenylatcyclase; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; CREBP: engl. cAMP 
responsive element binding protein. Erstellt nach (25,32). 
Wird Glutamat in den synaptischen Spalt ausgeschüttet, so sind es in erster Linie α-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsäure-Rezeptoren (engl. α-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptors, AMPAR), die hierdurch aktiviert 
werden und das chemische Signal in ein EPSP umwandeln (26), während die NMDA-
Rezeptoren im physiologischen Grundzustand größtenteils durch Magnesium blockiert 
sind (33,34). Wird durch HFS oder TBS eine LTP induziert, summieren sich die EPSPs 
der AMPA-Rezeptoren räumlich und zeitlich. Zusammen mit der Anreicherung von 
extrazellulären Kalium im synaptischen Spalt und der Auto-Inhibition der GABAergen 
Ströme wird so der Magnesium-Block der NMDA-Rezeptoren gelöst, Glutamat kann 
an diese binden und es entstehen EPSPs, welche sich wiederum räumlich und zeitlich 
summieren (32).  
Nach Auflösung des Magnesium-Blocks können Natrium, Kalium und Calcium die 
Ionenpore des NMDAR passieren, wobei die elektrochemische Triebkraft von Calcium 
in die Zelle am höchsten ist (26). Durch den Calcium-Einstrom wird die intrazelluläre 
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Signalkaskade in Gang gesetzt, die zur Ausbildung der LTP führt und die Phase der 
Transduktion darstellt (25,26). 
Ist der Einstrom von Calcium in die Nervenzelle groß genug, führt die erhöhte 
intrazelluläre Calcium-Konzentration zur Aktivierung der Calcium/Calmodulin-
abhängigen Protein-Kinase II (CaMKII) (35). Die CaMKII phosphoryliert daraufhin die 
GluR1-Untereinheit des AMPA-Rezeptors, wodurch dessen Leitfähigkeit um bis zu 
50% erhöht wird (35,36). Zur Expression der LTP gehört auch die erhöhte Dichte von 
AMPA-Rezeptoren (37). Obwohl noch nicht abschließend geklärt ist, wie diese Dichte 
reguliert wird (26), stehen in bisherigen Untersuchungen zwei Mechanismen im 
Vordergrund: Der Einbau sowie die Verankerung von AMPA-Rezeptoren (35). Es 
existieren weitere Proteinkinasen, die durch Regulation der Funktion einzelner 
Proteine zur LTP beitragen, so zum Beispiel die Proteinkinase A, die Proteinkinase C 
oder auch Tyrosin-Kinasen (26). Ebenso ist bekannt, dass das CREB-Protein (engl. 
cAMP responsive element binding protein) durch Regulation der Genexpression zum 
anhaltenden Effekt der LTP beiträgt (38). All diese molekularen Umbauprozesse 
führen zu einer Zunahme sowohl von Volumen als auch Oberfläche der 
postsynaptischen Membran (26,39–41). 
Während sich die bis hierher beschriebenen Prozesse auf die postsynaptische 
Membran beschränken, gibt es auch präsynaptische Mechanismen, die zur 
Expression der LTP führen oder beitragen (40,41). So existieren Nachweise über 
erhöhte Ausschüttung von Neurotransmittern (42,43) bei gleichzeitig fehlenden 
Veränderungen an der postsynaptischen Membran (44). Zur Differenzierung von prä- 
und postsynaptischen Prozessen eignet sich die Analyse des Doppelpulsverhältnisses 
(engl. paired pulse ratio, PPR) (45). Besteht an einer chemischen Synapse eine hohe 
Freisetzungswahrscheinlichkeit für die Neurotransmitter, werden durch eine 
präsynaptische Depolarisation so viele Vesikel freigesetzt, dass bei einer kurz 
darauffolgenden Depolarisation noch nicht genügend Vesikel wiederaufgenommen 
sind, um eine gleich große Depolarisation an der postsynaptischen Membran 
hervorzurufen. Es kommt zur Doppelpulsdepression. Umgekehrtes gilt für eine 
niedrige Freisetzungswahrscheinlichkeit der Neurotransmittter. Findet nun eine 
präsynaptische LTP-Expression statt, so muss es mit Änderung der 
Freisetzungswahrscheinlichkeit auch zu einer Änderung des Doppelpulsverhältnisses 
(PPR) kommen (46,47). 
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Eine Modulation der präsynaptischen Membran im Rahmen der LTP erfordert die 
Kommunikation von der post- zur präsynaptischen Membran in Form eines 
retrograden Signalwegs (26,32,40,41). Ein Molekül, das durch seine Eigenschaften als 
retrogrades Signal in Frage käme, ist Stickstoffmonoxid (NO) (41). Es ist schnell 
synthetisierbar (48) und ebenso in der Lage, durch Diffusion von der post- zur 
präsynaptischen Membran zu gelangen (49). 
1.3 Stickstoffmonoxid 
Hauptsächlich bekannt durch seine Rolle in der Relaxation des glatten Muskels (50), 
wird seit über 25 Jahren die vielgestaltige Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) als 
interneuronaler Botenstoff untersucht (51–53). Während die Funktion und Regulation 
des NO-Stoffwechsels im glatten Muskel bereits vielfach beschrieben wurde und 
schon therapeutische Anwendung findet (54), stellt sich die Signalgebung von NO im 
zentralen Nervensystem noch nicht vollständig dar. 
1.3.1 Die Signalkaskade von Stickstoffmonoxid 
NO wird von verschiedenen Isoformen der NO-Synthase (NOS) intrazellulär gebildet, 
namentlich der neuronalen NO-Synthase (nNOS) sowie der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) und der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) (2). All diese Enzyme 
synthetisieren NO aus L-Arginin, mit dem Nebenprodukt Citrullin (48). Während die 
iNOS hauptsächlich in Zellen des Immunsystems aktiv ist, besitzt die eNOS eine 
wichtige Funktion im Gefäßsystem (2). Die nNOS hingegen wurde schon oft mit der 
Homöostase des ZNS in Verbindung gebracht (55). Zu beachten ist hierbei, dass NO 
in einem Radius von 700 nm auf ein Zehntel seiner Ausgangskonzentration abfällt (56). 
Die NO-Rezeptoren sind bei einer Konzentration von 10 nM gesättigt (57). 
Der einzige bislang nachgewiesene Rezeptor von NO ist die lösliche Guanylatcyclase 
(engl. soluble guanylyl cyclase, sGC) (58). Diese weist eine ähnliche Verbreitung im 
ZNS auf wie die nNOS, was für gemeinsame Mechanismen der beiden Enzyme spricht 
(2). Die sGC bildet aus intrazellulärem Guanosintriphosphat (GTP) cyclisches 
Guanosinmonophosphat (cGMP) (58). cGMP beeinflusst durch Aktivierung der 
Proteinkinase G (PKG) eine große Menge an Zellfunktionen (55). Weitere Ziele der 
Signalkaskaden von Stickstoffmonoxid sind CNG-Kanäle (engl. cyclic nucleotide gated 
channels, CNG channels) und HCN-Kanäle (engl. hyperpolarization-activated cyclic 
nucleotide gated non-selective ion channels, HCN channels) (2). 
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1.3.2 Stickstoffmonoxid und synaptische Plastizität 
Da die NOS durch den Calcium/Calmodulin-Komplex (CaM) als auch durch die CaM-
Kinase stimuliert wird (2,48), wurde schon früh nach der Entdeckung von NO als EDRF 
(engl. endothelial-derived relaxing factor) dessen Rolle als interzellulärer Botenstoff im 
ZNS untersucht (59). Unter anderem zeigten experimentelle Untersuchungen, dass 
die Synthese von NO durch den Calcium-Einstrom an den NMDA-Rezeptoren 
stimuliert wird (2,59,60). Ebenso ermöglicht NO die altersabhängige Expression der 
LTP im Experiment mit hippocampalen Neuronen (61–64). Die NO-Synthese findet 
hierbei in den postsynaptischen Dendriten statt, während die cGMP-vermittelte 
Wirkung präsynaptisch erfolgt. Hierfür sprechen auch Experimente, bei denen eine 
Änderung der PPR beobachtet wurde (47). Eine dieser retrograden Wirkungen auf die 
präsynaptische Membran ist die Regulation der Endozytose von Neurotransmittern 
(60). Ebenso wurde die Beeinflussung der Glutamat-Freisetzung im Hippocampus 
durch präsynaptisch gebildetes NO und eine daraus folgende Modulation von HCN-
Kanälen beobachtet (65). Weiterhin wird der Einbau postsynaptischer AMPA-
Rezeptoren vermutlich auch durch die NO-vermittelte Aktivität der PKG reguliert 
(66,67). 
Die Zusammenschau dieser Ergebnisse zeigt, dass postsynaptisch gebildetes NO auf 
beiden Seiten der Synapse zur Expression der LTP beiträgt und somit eine Funktion 
bei der Regulation der synaptischen Plastizität innehaben könnte (2,55). 
Da die HCN-Kanäle von allen cyclischen Nucleotiden moduliert werden (68), sind sie 




Der Strom über HCN-Kanäle wurde bereits vor 40 Jahren erstmals beschrieben (70). 
Die Kanäle selbst wurden erst in den 1990er Jahren identifiziert (71,72) und haben 
durch ihre Funktion als Schrittmacher des Herzens im Sinusknoten eine wichtige Rolle 
in der medizinischen Pharmakotherapie. Da sie über die cyclischen Nukleotide 
gesteuert werden (69), sind die HCN-Kanäle durch die Stoffwechselsituation ihrer Zelle 
beeinflusst. Während im Sinusknoten die Aktivierung der β-adrenergen Rezeptoren 
über einen cAMP-Anstieg die HCN-Kanäle aktiviert und so die Herzfrequenz steigert 
(68), wird zunehmend die Bedeutung des NO/cGMP-Signalwegs für die Funktion der 
Kanäle deutlich (2,46,65,68,73). 
HCN-Kanäle finden sich auch im gesamten ZNS, wobei vor allem die Isoform HCN2 
vorliegt, während HCN1 und HCN4 vermehrt in Neocortex, Hippocampus, Cerebellum 
und Hirnstamm vorkommen und HCN3 nur gering exprimiert wird (69,71). Auch im 
peripheren vegetativen Nervensystem wurden HCN-Kanäle nachgewiesen (74). 
HCN-Kanäle wurden direkt mit der Entstehung des neuropathischen Schmerzes (75) 
und der Pathophysiologie der Epilepsie in Verbindung gebracht (76). Allerdings besitzt 
der Strom Ih über die HCN-Kanäle je nach Lokalisation sowohl epileptogene, als auch 
anti-epileptogene Eigenschaften (69,77,78). Ebenso wurde ein verringerter Ih beim 
Morbus Parkinson infolge des Dopamin-Mangels im Globus pallidus externus 
beobachtet (79). Anatomische Untersuchungen legen nahe, dass insbesondere 
präsynaptische HCN-Kanäle im Gyrus dentatus am medialen Tractus perforans zur 
Reifung der dortigen Körnerzell-Synapsen beitragen (15). 
Ihre besondere Struktur lässt die HCN-Kanäle also vielfältige Funktionen im gesamten 
ZNS übernehmen, was im Folgenden dargestellt werden soll. 
1.4.1 Struktur und Funktion der HCN-Kanäle 
Wie in ihrem Namen festgehalten, sind die hyperpolarization activated, cyclic 
nucelotide gated, non-selective ion channels (HCN-Kanäle) spannungsgesteuerte 
Ionenkanäle (80). Sie bestehen aus 4 Untereinheiten mit je 6 Transmembranhelices 
(S1–6) und ähneln damit vielen anderen spannungsgesteuerten Kanälen (69). Die 
Ionenpore der Kanäle wird auch hier durch die Segmente S5 und S6 der vier 
Untereinheiten gebildet, wobei Segment S4 als Spannungssensor fungiert (71) (siehe 
Abbildung 5). Während in anderen Kanälen die Ionenpore durch dieses Segment bei 
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Hyperpolarisation verschlossen wird, ist in HCN-Kanälen das Gegenteil der Fall (81). 
Aus genau diesem Grund wurde der Strom Ih zunächst als „funny current“ bezeichnet 
(82), und auch der jetzt etablierte Name für die Kanäle trägt dieser Tatsache 
Rechnung. 
 
Abbildung 5. Struktur einer Untereinheit des HCN-Kanals 
Eine Untereinheit besteht aus den Segmenten S1-6. S5 und S6 bilden die Ionenpore. Das positiv 
geladene Segment S4 bildet den Spannungssensor. Die C-Terminale beinhaltet die cyclische 
Nucleotide bindende Domäne (engl. cyclic nucleotide binding domain, CNBD). GYG: Glycin-Tyrosin-
Glycin-Motiv. Modifziert nach (69). 
Aufgrund ihres Glycin-Tyrosin-Glycin-Motivs (GYG) lassen die HCN-Kanäle bevorzugt 
Kalium-Ionen durch die Kanalpore passieren, allerdings wurde auch der Durchstrom 
von Calcium- und Natrium-Ionen nachgewiesen (71). HCN-Kanäle sind also nicht-
selektive Kationen-Kanäle. Da unter physiologischen Bedingungen hauptsächlich der 
Einwärtsstrom von Natrium-Ionen zum Ih beiträgt, führt die Aktivierung der Kanäle zur 
Depolarisation der Zellmembran (72). Durch Depolarisation werden die HCN-Kanäle 
hingegen geschlossen (68). 
Im Zusammenspiel mit der Aktivierung durch Hyperpolarisation erklärt sich, dass HCN-
Kanäle sowohl rhythmische Entladungen einer Zelle vermitteln als auch das 
Ruhemembranpotential einer Zelle stabilisieren können (69,71).  
Die HCN-Kanäle werden wie viele andere Proteine durch cyclische Nucleotide reguliert 
(72). Cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und cyclisches 
Guanosinmonophosphat (cGMP) steigern beide den Ih (68), wobei die Affinität von 
cAMP zur CNB-Domäne etwa 10-fach höher ist (82). Die Proteinkinase C und die 
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cGMP-abhängige Proteinkinase II (cGKII) haben dagegen einen inhibitorischen Effekt 
auf den Ih (69).  
Im Sinusknoten des Herzens kommen die oben beschriebenen Eigenschaften der 
HCN-Kanäle voll zum Tragen. Dort ist der Ih die entscheidende Komponente zur 
rhythmischen Generierung von Aktionspotentialen (71). So kann das vegetative 
Nervensystem über -Adrenozeptoren die Herzfrequenz steigern, indem diese die 
Adenylatcyclase (AC) aktivieren und den cAMP-Spiegel erhöhen (83). Durch die 
Aktivierung muskarinerger Acetylcholin-Rezeptoren hingegen kann der Ih gehemmt 
werden (84), was entsprechend die Herzfrequenz senkt. 
Auch in der Genese thalamokortikaler Rhythmen, wie sie während Schlafphasen, 
epileptischen Anfällen und der Verarbeitung sensorischer Informationen auftreten (85–
87), spielen HCN-Kanäle durch ihre Fähigkeit zur Generierung wiederkehrender 
Entladungen eine wichtige Rolle (68,69,88). Gerade die vom Thalamus in den Cortex 
ziehenden -Wellen, die charakteristisch für die späten Schlafphasen sind, werden von 
HCN-Kanälen generiert (88). Aber auch - und -Rhythmus sind von HCN-Kanälen 
abhängig (68). Die thalamokortikalen Rhythmen gehen zurück auf synchronisierte 
Entladungen der thalamischen Neurone, die bursts (engl. Salven) genannt werden 
(89). Es wurde bereits gezeigt, dass der NO/cGMP-Signalweg die thalamokortikalen 
Rhythmen reguliert, wobei als Effektor der Ih vermutet wird (90). 
Auch im Arbeitsgedächtnis wird den HCN-Kanälen eine wichtige Funktion 
zugeschrieben, die darin bestehen könnte, durch Unterbrechung bestimmter 
Synapsen die Aktivität spezifischer präfrontraler Neurone gezielt zu fördern (71,91). 
Hier wird eine Regulierung der Kanäle durch D1-Dopamin-Rezeptoren und 2A-
Adrenozeptoren vermutet (91). 
HCN-Kanäle können als Hochpassfilter wirken, da ihr Strom bei niedriger Eingangs-
Frequenz der Potentialänderung entgegenwirkt, aber bei erhöhter Eingangs-Frequenz 
nicht mehr aktiviert wird (71,92). Gleichzeitig entsteht durch die Membranzeitkonstante 
ein Tiefpassfilter (71,86,93). Dadurch können Synapsen und neuronale Netzwerke 
eine Eigenfrequenz erhalten (68).  
Indem sie die integrative Funktion cerebellärer Purkinje-Zellen gewährleisten, üben die 
HCN-Kanäle auch eine entscheidende Funktion im motorischen Gedächtnis aus. So 
konnte an Versuchstieren, denen das Gen für HCN1-Kanäle fehlte, gezeigt werden, 
dass der Ih unabdingbar für das Lernen motorischer Abläufe ist (94). 
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Für diese Arbeit von besonderem Interesse ist auch der Einfluss präsynaptischer HCN-
Kanäle auf die Eigenschaften der Synapse. Obwohl die Art und Weise noch nicht 
geklärt ist, wird ein modulierender Einfluss des Ih auf die Vesikelfreisetzung aus der 
präsynaptischen Membran angenommen (71), der teilweise durch cAMP reguliert wird 
(95). 
1.4.2 HCN-Kanäle und synaptische Plastizität 
Wie viele andere hippocampale Prozesse wurde der Zusamenhang zwischen HCN-
Kanälen und synaptischer Plastizität hauptsächlich in der CA1-Region des Cornu 
ammonis untersucht. So konnte dort gezeigt werden, dass präsynaptische HCN-
Kanäle der Schaffer-Kollateralen die Glutamat-Freisetzung aus der präsynaptischen 
Membran modulieren, während sie selbst durch den NO/cGMP-Signalweg reguliert 
werden (65). Ebenso wurde gezeigt, dass postsynaptische HCN-Kanäle NO/cGMP-
abhängig den Strom über die NMDA-Rezeptoren erhöhen (73). Beides sind Prozesse, 
die eine wichtige Funktion bei der Expression der Langzeitpotenzierung (LTP) 
einnehmen (siehe Kapitel 1.2). 
Während unter anderem in Tieren ohne HCN1-Gen eine Verstärkung der LTP in der 
CA1-Region gefunden wurde (71), konnte an Moosfasern kein Effekt der HCN-Kanäle 
auf die synaptische Plastizität nachgewiesen werden (96). Weiterhin wurde im Cortex 
eine Verringerung der Glutamat-Freisetzung durch HCN-Kanäle beobachtet (97). Im 
Hippocampus hingegen wurde eine Verringerung der LTD durch HCN-Kanäle in der 
CA1-Region (20) und am medialen Tractus perforans (98) gefunden. 
All dies spricht dafür, dass die Funktion der HCN-Kanäle stark von ihrer Lokalisation 
und den exprimierenden Neuronen abhängt (69). So spielen HCN-Kanäle unter 
anderem in der CA3-Region des Hippocampus eine wichtige Rolle bei der 
Synchronisation sich entwickelnder neuronaler Netzwerke (99). 
An den Körnerzell-Synapsen des medialen Tractus perforans im Gyrus dentatus 
konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass die Expression der HCN1-Kanäle 1) 
präsynaptisch erfolgt und 2) ab dem 15. postnatalen Tag abnimmt (15). Damit liegt die 
Vermutung nahe, dass der Strom Ih eine physiologische Funktion während der Reifung 
des Gyrus dentatus einnimmt. 
Einleitung 
 16 
1.5 Ziele der Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe elektrophysiologischer Experimente der 
Einfluss von Stickstoffmonoxid und HCN-Kanälen auf die synaptische Plastizität 
untersucht werden. 
Die altersabhängige Expression der HCN-Kanäle an den Endigungen des medialen 
Tractus perforans (15) legt eine funktionelle Bedeutung dieser Kanäle in der Reifung 
des Hippocampus nahe. Die synaptische Plastizität als elektrophysiologisches 
Korrelat von Lernen und Gedächtnis stellt ein besonders vielversprechendes Modell 
zur Untersuchung dieser Funktion dar. Dass diese Prozesse durch den NO/cGMP-
Signalweg vermittelt werden, ist angesichts der bereits beschriebenen 
Zusammenhänge (siehe Kapitel 1.3 und 1.4) anzunehmen, konnte aber bislang nicht 
experimentell bestätigt werden. Zusammengefasst ergeben sich folgende 
Fragestellungen zur LTP an den Körnerzell-Synapsen des MPP: 
1. Ist die Expression der LTP von der NO-Synthase abhängig? 
2. Gibt es eine Altersabhängigkeit dieses Effekts? 
3. Vermittelt NO seine Wirkung über die Synthese von cGMP? 
4. Sind HCN-Kanäle ein Effektor des NO/cGMP-Signalweges? 
5. Finden diese Prozesse prä- oder postsynaptisch statt? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden Ratten des Stammes CD (Charles 
River/ Janvier Labs) genutzt. Diese Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen 
9–15 Tage alt (9–15 Tage postnatal, P9–15). Vom Zeitpunkt der Anlieferung im Alter 
von 5 Tagen bis zur experimentellen Untersuchung blieben die ausschließlich 
männlichen Versuchstiere bei ihrem Muttertier. Dieses wurde im Institut für Physiologie 
gehalten, mit ständigem Zugang zu Futter und Wasser. Die Temperatur im Tierstall 
lag durchgehend bei 22 °C, während die Beleuchtung einem automatischen Tag-
Nacht-Rhythmus unterlag, mit je 12-stündigen Phasen. 
Ebenso wurden für einige Versuchsgruppen adulte Tiere des gleichen Stammes 
verwendet (P30–150). 
2.2 Materialien, Geräte und Software 
Bezeichnung Hersteller Herstellersitz 
Analog-Digital-Wandler 






Dell Round Rock, TX, USA 
Diethylether J.T. Baker Avantor Materials Center Valley, PA, USA 
Excel 2010 Microsoft Redmond, WA, USA 
Faraday’scher Käfig Eigenbau Institut für 
Physiologie 
Rostock, Deutschland 
Filterpapier MN 615 Macherey-Nagel Düren, Deutschland 
Glaspipetten GB 150-8P Scientific Instruments Gilching, Deutschland 
Intrafix® SafeSet B. Braun Melsungen, Deutschland 
Kaltlichtquelle KL-1500 Schott Mainz, Deutschland 
Magnetrührer IKAMAG 
RET-GS 
IKA-Labortechnik Staufen, Deutschland 
Messkammer BSC-BU Harvard Apparatus Holliston, MA, USA 
Mikromanipulator LBM-7 Scientifica Uckfield, England 
Mikroskop MZ-6 Leica Wetzlar, Deutschland 
Omnifix B. Braun Melsungen, Deutschland 
Osmomat 030 Gonotec Berlin, Deutschland 




Spetec Erding, Deutschland 
pH-Meter CG 840 Schott Mainz, Deutschland 
Pipette 10 μl bis 100 μl  Eppendorf Hamburg, Deutschland 
Pipette 100 μl bis 1000 μl  Eppendorf Hamburg, Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 




Elga Labwater Celle, Deutschland 
Schwingungsgedämpfter 
Tisch Linos 63-530 
TMC Peabody, MA, USA 
Sekundenkleber Uhu Bühl/Baden, Deutschland 
SigmaStat 3.5 Systat Software Erkrath, Deutschland 
Signal 2.16 Cambridge Electronic 
Design 
Cambridge, England 
Silberdraht 0,005 Zoll Science Products  Hofheim, Deutschland 
Skalpell Nr. 10 Dahlhausen Halberstadt, Deutschland 
Spritze Injekt® B. Braun Melsungen, Deutschland 
Spritzenaufsatz MF28G-5 World Precision 
Instruments 
Sarasota, FL, USA 
Stimulus-Generator 
Master-8 
A.M.P.I. Jerusalem, Israel 
Stimulus-Isolator A-365 World Precision 
Instruments 
Sarasota, FL, USA 
Thermostat Haake C10 PLS Systemtechnik Osterode, Deutschland 
Thermostat TC-10 npi Electronic Instruments Tamm, Deutschland 
Transferpipette 3,5 ml Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Transportgefäß Eigenbau Institut für 
Physiologie 
Rostock, Deutschland 
Vacuum Waste Kit Scientific Instruments Gilching, Deutschland 
Verstärker mit 
Frequenzfilter DPA-2FX 
npi Electronic Instruments Tamm, Deutschland 
Vibratom 7000 smz Campden Instruments Loughborough, England 
Vorverstärker EXT-08 npi Electronic Instruments Tamm, Deutschland 
Waage A 120 S Sartorius Göttingen, Deutschland 
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2.3 Präparation 
Zur Hirnentnahme wurden die Tiere in tiefer Narkose mit Diethylether durch 
Dekapitation getötet. Sodann erfolgten alle Präparationsschritte in Saccharose-
Lösung (siehe Kapitel 2.4). Diese blieb zur Kühlung des Hirns teilweise gefroren und 
wurde beständig mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) begast. 
Durch einen Medianschnitt mit einem Skalpell wurde die Kopfhaut durchtrennt. 
Anschließend erfolgten mit einer Schere ausgehend vom Foramen magnum ein 
Medianschnitt entlang der Pfeilnaht des Schädels sowie zwei Horizontalschnitte durch 
den Schädel. Mit einer Pinzette wurde anschließend die Schädelkalotte beidseits von 
medial angehoben und nach lateral aufgeklappt, wodurch das Hirn freigelegt wurde. 
Das Hirn wurde dann mithilfe eines gebogenen Spatels aus der eröffneten 
Schädelhöhle herausgekippt, wobei die Nn. olfactorii und der Hirnstamm abgetrennt 
wurden. Hierdurch gelangte es in eine weitere Petrischale aus Plastik mit Gelboden, 
welche mit ihrem eigenen Eis versetzte und mit Carbogen begaste Saccharose-
Lösung beinhaltete. Vor dem Transfer auf das Vibratom wurde das Cerebellum 
abgetrennt. 
Aus dem Hirn wurden mittels eines Vibratoms 415 µm dicke Horizontalschnitte des 
Hippocampus hergestellt. Hierzu wurde das Hirn mit seiner Unterseite nach oben auf 
den Schlitten des Vibratoms geklebt, sodass sich der Hippocampus nächstmöglich zur 
Klinge befand. Die horizontale Auslenkung des Vibratoms betrug 0,75 mm bei einer 
Frequenz von 100 Hz. Der Vortrieb der Klinge betrug 0,06 – 0,10 mm/s. Vor der 
Präparation wurde mittels der „Blade Alignment“-Funktion des Vibratoms die vertikale 
Auslenkung der Klinge auf ≤ 1 µm kalibriert. Aus der Schnittebene wurde mit der 
Längsseite einer Spritzenkanüle der Hippocampus mit umgebendem Gewebe 
abgetrennt. Hierzu wurde die Klinge nochmals um 15 µm angehoben, um die 
darunterliegende Gewebeschicht nicht zu beschädigen. Die so hergestellten Schnitte 
wurden mittels einer Transferpipette in ein Transportgefäß überführt und anschließend 
für mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur in Saccharose-Lösung gelagert, 
welche weiterhin beständig mit Carbogen begast wurde. 
Bei all diesen Schritten wurde stark darauf geachtet, das Hirn nicht durch Druck, Zug 
oder scharfe Kanten zu beschädigen, was zum Untergang auch hippocampaler 
Neurone geführt hätte. Ebenso wurde die Präparation rasch durchgeführt, da die 
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Neurone von der Dekapitation bis zur finalen Herstellung der Schnitte der ständigen 
Gefahr der Hypoxie ausgesetzt waren. 
2.4 Lösungen 
Die Lösungen wurden im Institut für Physiologie hergestellt und anschließend für 
maximal zwei Wochen bis zur Verwendung im Experiment bei 6 °C aufbewahrt. Der 
pH wurde mit NaOH eingestellt. 
Zur Herstellung der Lösung wurde destilliertes Wasser verwendet, in das unter 
beständiger Begasung mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) die Chemikalien gegeben 
wurden, nachdem mittels einer Waage die entsprechende Menge bestimmt wurde. Die 
Lösung wurde unter beständigem Durchmischen mit einem Magnetrührer angefertigt. 
Da der pH dieser Lösungen unter anderem durch Phosphat, vor allem aber durch 
Bikarbonat gepuffert wurde, war sowohl bei der Herstellung der Lösung als auch bei 
der Durchführung von Präparation und Experimenten auf eine ständige Begasung der 
Lösung mit Carbogen zu achten, sodass der Bikarbonat-Puffer immer gesättigt war. 
2.4.1 Artifizieller Liquor (engl. artificial cerebrospinal fluid, ACSF) 
Stoff Konzentration in mM Hersteller 
NaCl 124,5 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
NaHCO3 26 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
KCl 3 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
NaH2PO4 1,25 
Sigma-Aldrich (München, Deutschland) / 
Merck (Darmstadt, Deutschland) 
CaCl2 2,5 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
MgCl2 1,3 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Glucose 10 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
pH = 7,40 Osmolalität: 304 – 312 mosmol/kg 
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2.4.2 Saccharose-Lösung 
Stoff Konzentration in mM Hersteller 
NaCl 87 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
NaHCO3 25 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
KCl 2,5 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
NaH2PO4 1,25 
Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
/ 
Merck (Darmstadt, Deutschland) 
CaCl2 0,5 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
MgCl2 7 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Glucose 10 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
Saccharose 75 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
pH = 7,40 Osmolalität: 320 – 330 mosmol/kg 
2.5 Pharmakologie 
Ein Inhibitor der HCN-Kanäle ist 4-Ethylphenylamino-1,2-Dimethyl-6-
Methylaminopyrimidinium-Chlorid (ZD7288) (100), welches eine irreversible Blockade 
der Kanäle hervorruft (101). Nichtsdestotrotz wird auch diskutiert, ob ZD7288 durch 
die Blockade von spannungsabhängigen Natrium-Kanälen (102) oder Glutamat-
Rezeptoren (103) Effekte vermittelt, die nicht auf die Blockade der HCN-Kanäle 
zurückgehen. 
Um die Modulation der HCN-Kanäle durch cyclische Nucleotide zu untersuchen, 
können Analoga wie 8-Bromoguanosin-3',5'-Cyclomonophosphat (8-Br-cGMP) 
eingesetzt werden (104). 8-Br-cGMP ist membrangängig und kann daher über die 
ACSF-Lösung appliziert werden (104). 
Gabazin ist ein GABA-Rezeptor-Antagonist, durch dessen Applikation die 
Kontamination der Messung durch lokale GABAerge Netzwerke verhindert wurde 
(98,105). 
Ein unspezifischer Inhibitor der NO-Synthase ist NG-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-
NAME)  (106,107). Für die neuronale NOS beträgt die mittlere inhibitorische 
Konzentration (IC50) 70 µM (107).  
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2.5.1 Aliquotierung 
Alle Lagerungsempfehlungen der Hersteller wurden befolgt. Die Pharmaka wurden vor 
der Benutzung im Experiment in destilliertem Wasser gelöst und bei –22 °C 
tiefgefroren gelagert. 
Pharmakon Konzentration im Aliquot 
(mM) 
Volumen des Aliquot (µl) 
Gabazin 10 50 
L-NAME 100 500 
8-Br-cGMP 100 250 
ZD7288 10 500 
 
2.5.2 Hersteller und Endkonzentrationen 
Pharmakon 
Konzentration im 
ACSF (µM) Hersteller 
Gabazin (SR 95531) 1 
Tocris (Bristol, England) /  
Abcam (Cambridge, England) 
L-NAME 100 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 
8-Br-cGMP 50 
Tocris (Bristol, England) /  
Abcam (Cambridge, England) 
ZD7288 10 Tocris (Bristol, England) 
 
2.5.3 Badapplikation der Pharmaka 
Alle Pharmaka wurden der im Versuch verwendeten ACSF-Lösung mindestens 15 
Minuten vor Beginn der Aufzeichnung hinzugegeben, um eine vollständige Verteilung 
des Stoffes zu gewährleisten. Zusammen mit der ACSF-Lösung gelangten die 
Pharmaka so an ihren Wirkort. 
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2.6 Versuchsaufbau 
Die elektrophysiologischen Untersuchungen an den Hippocampus-Schnitten wurden 
an einem Messplatz des Institutes für Physiologie vorgenommen. Dieser war umgeben 
von einem Faraday’schen Käfig, um die Messungen gegen elektromagnetische Felder 
von außerhalb abzuschirmen. Die gesamte Messaparatur befand sich auf einem 
schwingungsgedämpften Tisch, der sowohl Stöße von außen absorbierte als auch die 
Manipulatoren in einem festen Verhältnis zum Hirnschnitt fixierte. 
Die mit Carbogen begaste ACSF-Lösung (siehe Kapitel 2.4) wurde im Wasserbad auf 
37 °C temperiert und anschließend über eine peristaltische Pumpe in die Messkammer 
geleitet. Hier wurde die Lösung auf (32  1) °C temperiert und weiterhin begast. Die 
abgeflossene ACSF-Lösung wurde durch eine Unterdruck-Pumpe abgesaugt (siehe 
Abbildung 6). 
 
Abbildung 6. Schematischer Aufbau der Versuche 
a: Stimulations-Elektrode; b: Ableit-Elektrode; c: Schnitt des Hippocampus. Modifiziert mit freundlicher 
Genehmigung von Marco Rohde, Institut für Physiologie, Rostock 
Die Pipetten aus Borosilikat-Glas wurden vor jedem Versuch mit dem Heka PIP-5 
hergestellt. Hierzu wurde ein Rohling der Glaspipette eingespannt und unter Erhitzung 
durch einen Heizdraht der Schwerkraft folgend auseinandergezogen. Anschließend 
wurde der Rohling rezentriert und in einem zweiten Schritt mit niedrigerer Temperatur 
erneut der Schwerkraft folgend auseinandergezogen, sodass am Ende zwei scharfe 
Glaspipetten mit runder, mikroskopisch kleiner Öffnung entstanden. Der elektrische 
Widerstand über diese Öffnung betrug 1 – 3 M. 
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Stimulations- und Messelektroden wurden mittels dieser mit ACSF gefüllter Pipetten 
und Mikromanipulatoren über dem Schnitt positioniert. Der Funktionsgenerator 
initiierte sowohl einen Impuls des Stimulus-Isolators, als auch die Datenaufnahme des 
Analog-Digital-Wandlers. Dieser empfing sein analoges Signal, nachdem es von 
Vorverstärker ( 10) und Frequenzfilter aufbereitet wurde. Das digitale Signal wurde 
zur Datenaufnahme an einen Rechner ausgegeben und dort mit dem Analyse-
Programm Signal 2.16 gespeichert und verarbeitet. 
Einstellungen Pipettenzieher: Temperatur erster Schritt: 1202 °C; Temperatur zweiter 
Schritt: 670 °C. 
Einstellungen Frequenzfilter: Verstärkung (Gain) = 10  10; Hochpass (Highpass) = 
3 Hz; Tiefpass (Lowpass) = 1,5 kHz; Betriebsmodus = Gleichstrom (DC). 
Nullpunktkompensation (Offset) durch Hochpassfunktion deaktiviert. 
Einstellungen Signal 2.16: Abtastrate (Sample Rate) = 10 kHz; Dauer einer einzelnen 
Aufnahme (Frame length) = 350 ms; Datenpunkte pro einzelner Aufnahme (Frame 
points) = 3.000. 
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2.7 Versuchsablauf 
Frühestens 30 Minuten nach Präparation der Hippocampus-Schnitte wurden diese mit 
einer abgeschnittenen Transferpipette in die oben beschriebene Messapparatur 
gelegt. Anschließend äquibrilierten die Schnitte mindestens weitere 30 Minuten.  
Die Elektroden zur Stimulation und Messung wurden beide in der mittleren 
Molekularschicht des Gyrus dentatus platziert, wo die synaptische Umschaltung von 
den Axonen des medialen Tractus perforans (MPP) auf die Dendriten der Körnerzellen 
des Gyrus dentatus stattfindet (10,15). Die Elektroden wurden so platziert, dass sich 
zwischen Stimulationselektrode und Ableitelektrode möglichst viele Körnerzell-
Synapsen des MPP befanden. Dies konnte mithilfe der Ableitelektrode an einer 
Doppelpulsdepression erkannt werden, bei der das postsynaptische Potential auf 
einen zweiten, 40 ms späteren Stimulus, kleiner ausfällt als das vorhergehende (siehe 
Kapitel 1.1.4). Die so evozierten und im elektrischen Feld gemessenen 
postsynaptischen Potentiale werden als fEPSPs (engl. field excitatory postsynaptic 
potentials) bezeichnet (30).  
Wurden die Synapsen des MPP auf diese Weise identifiziert, blieben beide Elektroden 
über das gesamte Experiment in ihrer Position fixiert. Die Dauer eines Stimulus betrug 
konstant 100 µs. Die Stromstärke des Stimulus wurde so gewählt, dass die fEPSPs 40 
– 50 % ihrer maximalen Amplitude erreichten. Anschließend blieb diese Stromstärke 
über das gesamte Experiment gleich groß. Nun wurde alle 30 Sekunden ein Stimulus 
abgegeben sowie das fEPSP aufgezeichnet. 
Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden verschiedene Versuchsgruppen 
gebildet. Allen war gemeinsam, dass sie nach Ablauf der oben beschriebenen 
Prozedur mindestens 20 Minuten dem 30-sekündlich wiederkehrenden Reiz 
unterzogen wurden, um den Ausgangswert der fEPSP-Steilheit zu bestimmen (siehe 
Kapitel 2.9.1). Anschließend wurde ein standardisiertes Protokoll zur LTP-Induktion 
appliziert. Danach wurde für mindestens 60 Minuten die Stärke der Potenzierung der 
synaptischen Übertragung beobachtet, indem wieder ein alle 30 Sekunden 
wiederkehrender Reiz appliziert wurde. 
Zu Beginn und Ende des Experimentes wurden mindestens 2 Reize als Doppelpuls 
mit einem Interstimulusintervall von 40 ms abgegeben. Hierdurch sollten etwaige 
Änderungen der synaptischen Übertragung im zeitlichen Verlauf des Versuches in prä- 
und postsynaptische Mechanismen unterschieden werden (siehe Kapitel 1.2.3). 
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In der AG Neurophysiologie am Institut für Physiologie wurde in den vergangenen 
Jahren erfolgreich ein Protokoll zur Induktion der Langzeitpotenzierung (LTP) 
erarbeitet. Hierbei wird in der für den einzelnen Versuch ermittelten Reizstärke eine 
definierte Gruppe von Stimuli abgegeben (siehe Abbildung 7). Die Dauer dieser Stimuli 
betrug jeweils 150 µs. Eine Stimulation im -Rhythmus bietet sich gerade aufgrund 
dessen direkter Verbindung zur Funktion der HCN-Kanäle an (siehe Kapitel 1.4.1). 
 
Abbildung 7. Schema des dBS-Protokolls zur LTP-Induktion 
Mit einer Frequenz von 1,25 Hz (-Rhythmus) wurden 10 Untergruppen (engl. bursts) von Reizen 
appliziert. Diese Untergruppen bestanden aus jeweils 8 Stimuli, die mit einer Frequenz von 80 Hz 
abgegeben wurden. Nach 2 Minuten wurden erneut 10 gleichartige Untergruppen von Reizen appliziert. 
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2.8 Versuchsgruppen 
In allen Versuchsgruppen wurde der Betrag der induzierten LTP quantifiziert (siehe 
Kapitel 2.9). Die Hirnschnitte früh-postnataler Tiere wurden grundsätzlich unter 1 µM 
Gabazin untersucht. 
Zu den Versuchsgruppen wurden Kontroll-Versuche durchgeführt, in denen kein 
Protokoll zur LTP-Induktion appliziert wurde. 
Gruppe Beschreibung 
Kontrolle P9–15 Es wurden keine weiteren Pharmaka appliziert. 
L-NAME P9–15 Blockade der NO-Synthase im früh-postnatalen Gewebe 
L-NAME + 8-Br-cGMP 
P9–15 
Rettungsversuch des NO/cGMP-Signalwegs im früh-
postnatalen Gewebe 
L-NAME + 8-Br-cGMP 
+ ZD7288 P9–15 
Untersuchung der HCN-Kanäle als mögliches Ziel des 
NO/cGMP-Signalwegs im früh-postnatalen Gewebe 
Kontrolle P30–150 Es wurden keine Pharmaka appliziert. 
L-NAME P30–150 Blockade der NO-Synthase im adulten Gewebe 
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2.9 Auswertung 
2.9.1 Analyse der fEPSPs 
 
Abbildung 8. Beispiel einer Messung eines fEPSP an den Körnerzell-Synapsen des MPP 
Dargestellt ist das elektrische Potential U in mV über die Zeit t in ms. Es ist eine Nulllinie zu erkennen, 
gefolgt vom Stimulationsartefakt. Hierauf folgt in charakteristischer Weise das fEPSP der Synapsen, die 
sich zwischen Stimulations- und Ableitelektrode befinden. Anschließend erfolgt die Repolarisation bis 
zurück auf die Nulllinie. Steilheit = steilster negativer Anstieg; gestrichelte Linie. 
Zur Aufbereitung der einzelnen Versuche wurden in der Software Signal 2.16 zunächst 
je 2 aufeinanderfolgende Messungen eines fEPSPs gemittelt (siehe Abbildung 8). Alle 
Messungen des dBS-Protokolls wurden ausgeschlossen. Die verbliebenen 
Messungen wurden zur besseren Auswertbarkeit einer 5-Punkt-Glättung unterzogen. 
Anschließend wurden alle Messungen differenziert, wodurch sich eine Darstellung des 
Anstiegs des Potentials ergab. Hieraus wurde der größte negative Anstieg (Steilheit) 
ausgelesen. Dieser wurde mittels Excel 2010 im zeitlichen Verlauf des Experiments 
grafisch dargestellt. 
Wurde ein Doppelpuls abgegeben, so wurde das zweite fEPSP auf gleiche Weise 
analysiert. 
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2.9.2 Grafische Darstellung der Versuche 
Fixpunkt der einzelnen Messungen einer Versuchsgruppe war der Startpunkt 10 
Minuten vor Beginn der LTP-Induktion (t = –9 min). Der Zeitpunkt t = 1 min wurde als 
Zeitpunkt 1 min nach dBS-Protokoll festgelegt. Als Ausgangswert eines Versuches 
wurde der Mittelwert der Steilheit im Intervall t = [-9;0] min definiert. Alle Messungen 
eines Versuches wurden auf diesen Mittelwert normiert. Dies gilt auch für die 
jeweiligen Kontrollgruppen, die keiner LTP-Induktion unterzogen wurden. In jeder 
Versuchsgruppe wurde die Steilheit zu jedem Versuchszeitpunkt t gemittelt. Diese 
Mittelwerte wurden mit der jeweiligen Standardabweichung des Mittelwertes (engl. 
standard error of the mean, SEM) dargestellt. 
Aus der Darstellung der Kontrollgruppen wurde eine Linearfunktion errechnet. Die auf 
ihre Ausgangssteilheit normierten dBS-Versuche wurden weiterhin auf diese Funktion 
normiert und die Mittelwerte anschließend in gleicher Weise wie die der 
Kontrollgruppen dargestellt. 
Zur Quantifizierung der LTP in den einzelnen Versuchsgruppen wurden die Werte im 
Intervall t = [55;60] gemittelt, also die der letzten 6 Minuten eines Versuchs. Für jede 
Versuchsgruppe wurde daraus ein Mittelwert errechnet, der mit der SEM angegeben 
wurde. 
Zur Untersuchung des Doppelpulsverhältnisses (engl. paired pulse ratio, PPR) wurden 
die Steilheiten von 2. und 1. Potential direkt ins Verhältnis gesetzt. 




So wurde zu verschiedenen Versuchszeitpunkten t die PPR ermittelt. Für Beginn und 
Ende eines Versuchs wurde jeweils ein Mittelwert der PPR gebildet. Diese wurden 
innerhalb einer Versuchsgruppe gemittelt und als Mittelwert mit SEM dargestellt, 
sodass in jeder Versuchsgruppe die PPR vor und nach LTP-Induktion angegeben 
werden konnte. 
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2.9.3 Prüfung auf signifikante Unterschiede 
Zur Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurde ein 
t-Test durchgeführt. Ein signifikanter Unterschied wurde angenommen bei Werten von 
p  0,05. Diese wurden durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet. 
Waren die Werte einer Versuchsgruppe nicht normalverteilt, wurde der 
Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney durchgeführt. Unterschiede 
zwischen solchen Gruppen wurden bei Werten von p  0,05 als signifikant betrachtet. 





Alle Daten werden als Mittelwert der Versuchsgruppe angeben. Sie werden in Relation 
gesetzt zur Ausgangssteilheit der fEPSP und mit der SEM angegeben. 
3.1 Der Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die LTP am MPP 
3.1.1 Die LTP früh-postnataler Ratten unter Gabazin (Kontrollversuche) 
Durch Durchführung eines dBS-Protokolls (siehe Abbildung 7) wurde eine 
Langzeitpotenzierung (LTP) am medialen Tractus perforans (MPP) induziert. Diese 
Applikation ist im Diagramm zum Zeitpunkt t = 0 min durch einen Pfeil gekennzeichnet. 
Nach Abschluss der Stimulation kam es zu einer kurzen post-tetanischen 
Potenzierung der Synapsen, welche anschließend in eine LTP überging. Diese betrug 
(156  8) % der Ausgangssteilheit. In einer Kontrollgruppe ohne dBS-Applikation (nicht 
tetanisiert, non-tet) wurde die Konstanz des fEPSP über den gesamten Versuch 
gezeigt. Es wurden 16 Versuche mit dBS-Applikation und 11 Kontroll-Versuche 
durchgeführt (siehe Abbildung 9). 
 
Abbildung 9. Die Kontroll-LTP am MPP (P9–15) 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit des Ausgangs-fEPSP über die Zeit t in Minuten. Weiße 
Kreise: Versuchsgruppe ohne dBS-Applikation (nicht tetanisiert, non-tet). Blaue Kreise: dBS-Applikation 
(Zeitpunkt durch Pfeil markiert). Oben: Beispiel-fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: 
Maßstab der Zeit-Achse in ms sowie der Spannungs-Achse in mV. Fehlerbalken: SEM. 
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3.1.2 L-NAME verringert die LTP am MPP früh-postnataler Ratten 
Die oben beschriebenen Versuche wurden unter Zugabe des NO-Synthase-Blockers 
L-NAME (100 µM) wiederholt. Nach dBS-Applikation (durch Pfeil gekennzeichnet) kam 
es auch hier zu einer kurzen post-tetanischen Potenzierung, die in eine LTP überging. 
Diese betrug lediglich (125  15) % der Steilheit der Ausgangs-fEPSPs. In einer 
Kontrollgruppe ohne dBS-Applikation wurde wieder die Konstanz des fEPSPs gezeigt. 
Es wurden 11 Versuche mit dBS-Applikation und 6 Kontroll-Versuche durchgeführt 
(siehe Abbildung 10). 
Die Werte der Versuchsgruppe mit dBS-Applikation sind nicht normalverteilt, sodass 
signifikante Unterschiede zu dieser Gruppe mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon-
Mann-Whitney untersucht wurden. 
 
Abbildung 10. L-NAME verringert die LTP am MPP früh-postnataler Ratten 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit des Ausgangs-fEPSP über die Zeit t in Minuten. Weiße 
Kreise: Versuchsgruppe ohne dBS-Applikation (non-tet). Rote Kreise: dBS-Applikation (Zeitpunkt durch 
Pfeil markiert). Oben: Beispiel-fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: Maßstab der Zeit-




Während sich unter Kontrollbedingungen im t-Test ein signifikanter Unterschied 
zwischen Versuchen mit und ohne dBS-Applikation zeigte, konnte kein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen Versuchen mit und ohne dBS-Applikation unter 
L-NAME gefunden werden. 
In den Versuchen ohne dBS-Applikation zeigte sich kein signifikanter Unterschied 
zwischen der fEPSP-Steilheit zu Beginn und Ende der Versuche. 
Wie im folgenden Diagramm dargestellt, konnte eine deutlich niedrigere LTP an den 
Körnerzell-Synapsen des MPP der früh-postnatalen Ratten beobachtet werden, wenn 
die NO-Synthase durch L-NAME geblockt war. Dieser Unterschied ist im 
Rangsummen-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney signifikant (siehe Abbildung 11). 
 
Abbildung 11. Übersicht des L-NAME-Effekts am MPP früh-postnataler Ratten 
Die durchschnittliche Steiltheit des fEPSP in den letzten 6 Minuten ist in % der Steilheit des Ausgangs-
fEPSP dargestellt. Weiß: Versuche ohne dBS-Applikation (non-tet). Farbig: dBS-Applikation. Links: 
Kontrolle ohne L-NAME. Rechts: Vesuche unter L-NAME. Signifikanter Unterschied im t-Test: (*). 





3.1.3 Die Wirkung von L-NAME am MPP ist altersabhängig 
Um die Altersabhängigkeit der L-NAME-Wirkung zu untersuchen, wurden die oben 
beschriebenen Versuchsreihen mit adulten Tieren (P30–150) wiederholt. Nach dBS-
Applikation konnte eine post-tetanische Potenzierung beobachtet werden, die unter 
Kontroll-Bedingungen in eine LTP überging. Diese betrug (148  4) % der Steilheit der 
Ausgangs-fEPSPs. Es wurden 6 Kontroll-Versuche ohne dBS-Applikation und 8 
Versuche mit dBS-Applikation durchgeführt (siehe Abbildung 12). 
 
Abbildung 12. Die Kontroll-LTP am MPP adulter Ratten (P30–150) 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit der Ausgangs-fEPSPs über die Zeit t in Minuten. 
Weiße Kreise: Versuchsgruppe ohne dBS-Applikation (non-tet). Gestreifte Kreise: dBS-Applikation 
(Zeitpunkt durch Pfeil markiert). Oben: Beispiel-fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: 




Bei Wiederholung der Versuche an Hippocampus-Schnitten von adulten Tieren (P30–
150) unter L-NAME zeigte sich wieder eine LTP, welche unter L-NAME (157  15) % 
der Steilheit der Ausgangs-fEPSPs betrug. Es wurden 8 Versuche mit sowie 6 Kontroll-
Versuche ohne dBS-Applikation durchgeführt (siehe Abbildung 13). 
 
Abbildung 13. Die LTP unter L-NAME am MPP adulter Ratten 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit des Ausgangs-fEPSP über die Zeit t in Minuten. Weiße 
Kreise: Versuchsgruppe ohne dBS (non-tet). Graue Kreise: dBS-Applikation (Pfeil). Oben: Beispiel-
fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: Maßstab der Zeit-Achse in ms sowie der 




Der Vergleich der Versuchsgruppen adulter Tiere mit und ohne den NO-Synthase-
Blocker L-NAME zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den dBS-
Applikationen. Die Beträge der induzierten LTP unterscheiden sich im t-Test signifikant 
von den Kontroll-Versuchen ohne dBS-Applikation (siehe Abbildung 14). 
In den Versuchen ohne dBS-Applikation zeigte sich kein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen dem fEPSP-Steilheit zu Beginn und Ende der Versuche. 
Auch zwischen den Beträgen der LTP bei früh-postnatalen und adulten Tieren fand 
sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Applikation des NO-Synthase-Blockers L-
NAME bei adulten Versuchstieren, im Gegensatz zu früh-postnatalen Tieren (siehe 
Abbildung 11), keinen Einfluss auf die Ausbildung der Langzeitpotenzierung hat. 
 
Abbildung 14. Zusammenfassung des L-NAME-Effekts am MPP adulter Ratten 
Die durchschnittliche Steilheit des fEPSP in den letzten 6 Minuten ist in % der Steilheit des Ausgangs-
fEPSP dargestellt. Weiße Balken: keine dBS-Applikation (non-tet). Gefüllte Balken: dBS-Applikation. 
Links: Kontrolle ohne L-NAME. Rechts: Versuche unter L-NAME. Signifikanter Unterschied im t-Test: 
(*). Fehlerbalken: SEM. Beachte: kein signifikanter Unterschied zwischen den dBS-Applikationen.  
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3.2 Die Kaskade des früh-postnatalen NO-Signalwegs 
3.2.1 cGMP ist der Vermittler der NO-Wirkung am MPP 
Die oben beschriebenen Versuche wurden mit Gewebe früh-postnataler Tiere 
wiederholt, wobei der Versuchslösung das cGMP-Analogon 8-Br-cGMP mit einer 
Konzentration von 50 µM hinzugegeben wurde. Es wurden 11 Versuche mit dBS-
Applikation durchgeführt. 
Sollte das NO-Signal über cGMP vermittelt werden, so wäre hier eine Steigerung der 
Langzeitpotenzierung (LTP) auf das ursprüngliche Niveau zu erwarten. Es zeigte sich 
eine LTP von (154  11) % der Steilheit der Ausgangs-fEPSPs, welche sich nicht 
signifikant von der LTP unter Kontrollbedingungen ohne L-NAME unterscheidet (siehe 
Abbildung 15). 
 
Abbildung 15. Die LTP unter L-NAME + 8-Br-cGMP (P9–15) 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit des Ausgangs-fEPSP über die Zeit t in Minuten. Rote 
Kreise: dBS-Applikation (Pfeil) unter L-NAME (siehe Abbildung 10). Grüne Kreise: dBS-Applikation 
(Pfeil) unter L-NAME + 8-Br-cGMP. Oben: Beispiel-fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: 





Im Vergleich der Versuchsgruppen unter L-NAME und unter L-NAME + 8-Br-cGMP 
zeigt sich ein im Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney signifikanter 
Unterschied. Zwischen der Langzeitpotenzierung unter Kontrollbedingungen und unter 
L-NAME + 8-Br-cGMP findet sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
8-Br-cGMP hebt den L-NAME-Effekt im vorliegenden Versuch also auf (siehe 
Abbildung 16, vergleiche Abbildung 11). 
 
Abbildung 16. 8-Br-cGMP hebt den L-NAME-Effekt auf 
Die durchschnittliche Steilheit des fEPSP in den letzten 6 Minuten ist in % der Steilheit des Ausgangs-
fEPSP dargestellt. Rot: dBS-Applikation unter L-NAME (siehe Abbildung 11). Grün: dBS-Applikation 
unter L-NAME + 8-Br-cGMP. Signifikanter Unterschied im Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-
Whitney: (**). Fehlerbalken: SEM. Beachte: Das zugegebene 8-Br-cGMP bringt die LTP auf Kontroll-




3.2.2 HCN-Kanäle sind ein Effektor des NO/cGMP-Signalwegs 
Um die Kaskade des NO/cGMP-Signalwegs weiterzuverfolgen, wurden die obigen 
Versuche unter weiterer Zugabe des HCN-Kanal-Blockers ZD7288 (10 µM) wiederholt. 
Es wurden 10 Versuche mit dBS-Applikation und 2 Kontroll-Versuche ohne LTP-
Induktion durchgeführt. 
Sollte der NO/cGMP-Signalweg über HCN-Kanäle die LTP beeinflussen, wäre hier 
eine erneute Reduktion der LTP zu erwarten. Tatsächlich beobachtet man nach einer 
kurzen post-tetanischen Potenzierung eine LTP, die sich statistisch nicht signifikant 
von der Steilheit der Ausgangs-fEPSPs unterscheidet. Sie beträgt (109  8) % der 
Steilheit der Ausgangs-fEPSPs (siehe Abbildung 17). 
 
Abbildung 17. Die LTP unter L-NAME + 8-Br-cGMP + ZD7288 (P9–15) 
Darstellung der fEPSP-Steilheit in % der Steilheit des Ausgangs-fEPSP über die Zeit t in Minuten. Weiße 
Kreise: Versuchsgruppe ohne dBS (non-tet). Gelbe Kreise: dBS-Applikation (Pfeil). Oben: Beispiel-
fEPSPs zu den Zeitpunkten (1) und (2). Oben rechts: Maßstab der Zeit-Achse in ms sowie der 




In der Darstellung als Balkendiagramm erkennt man die geringe Langzeitpotenzierung 
unter Zugabe des HCN-Kanal-Blockers ZD7288, welche im t-Test einen statistisch 
signifikanten Unterschied zu den Versuchen unter L-NAME + 8-Br-cGMP zeigt. Kein 
statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen den dBS-Applikationen unter 
L-NAME und unter L-NAME + 8-Br-cGMP + ZD7288. Somit sind neben der NO-
Synthase und cGMP auch HCN-Kanäle an der Ausbildung der an diesen Synapsen 
beschriebenen LTP beteiligt (siehe Abbildung 18, vergleiche Abbildung 16). 
Zwischen Beginn und Ende der Kontroll-Versuche unter L-NAME + 8-Br-cGMP + 
ZD7288 zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
 
Abbildung 18. ZD7288 hebt den 8-Br-cGMP-Effekt auf 
Die durchschnittliche Steilheit des fEPSP in den letzten 6 Minuten ist in % der Steilheit des Ausgangs-
fEPSP dargestellt. Grün: dBS-Applikation unter L-NAME + 8-Br-cGMP. Gelb: dBS-Applikation unter L-





3.2.3 Übersicht der Ergebnisse der dBS-Versuche (P9–15) 
Fasst man die oben beschriebenen Versuche zusammen, ergibt sich folgendes Bild: 
An den Körnerzell-Synapsen adulter Versuchstiere hat der NO-Synthase-Blocker L-
NAME keinen Einfluss auf die LTP. Hingegen kann an früh-postnatalen Körnerzell-
Synapsen des MPP ein statistisch signifikant niedrigerer Betrag der LTP durch L-
NAME beobachtet werden. Dies kann durch die Zugabe des cGMP-Analogons 8-Br-
cGMP verhindert werden. Bei Wiederholung der Versuche mit dem HCN-Kanal-
Blocker ZD7288 wird hingegen ein statistisch signifikant niedrigerer Betrag der LTP 
gemessen. Dieser Betrag ist im Vergleich zum Kontrollversuch und auch im Vergleich 
zum Rettungsversuch (L-NAME + 8-Br-cGMP) niedriger (siehe Abbildung 19). Es zeigt 
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Versuchen unter L-NAME 
und unter L-NAME + 8-Br-cGMP + ZD7288. Ebenso konnte kein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen den Beträgen der LTP unter Kontrollbedingungen 
und unter L-NAME + 8-Br-cGMP ermittelt werden. 
 
Abbildung 19. Übersicht der dBS-Versuche (P9–15) 
Die durchschnittliche Steilheit des fEPSP in den letzten 6 Minuten ist in % der Steilheit des Ausgangs-
fEPSP dargestellt. Von links nach rechts: Kontrolle; L-NAME; L-NAME + 8-Br-cGMP; L-NAME + 8-Br-
cGMP + ZD7288. Signifikanter Unterschied im t-Test: (*). Signifikanter Unterschied im Rangsummen-




3.3 Keine signifikante Änderung der PPR durch dBS 
Während eine Änderung der PPR für einen präsynaptischen Prozess spricht, zeigt 
eine konstante PPR eher einen postsynaptischen Prozess an. Eine Modulation der 
Vesikelausschüttung wird die Verarbeitung eines zweiten, kurz darauffolgenden 
Stromimpulses mit größerer Wahrscheinlichkeit verändern als eine Modulation der 
postsynaptischen Übertragung dies täte (siehe Kapitel 1.2.2). 
In keiner der vorliegenden Versuchsgruppen zeigte sich ein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen der PPR vor und nach dBS-Applikation. Somit konnte kein 
präsynaptischer Mechanismus bei der Expression der LTP nachgewiesen werden. 
 
Abbildung 20. Übersicht der PPR vor und nach dBS 
Dargestellt ist das Doppelpulsverhältnis (PPR) vor und nach dBS-Applikation in den einzelnen 
Versuchsgruppen. Gestreift: vor dBS-Applikation. Einfarbig: nach dBS-Applikation. Von links nach 
rechts: Kontrolle; L-NAME; L-NAME + 8-Br-cGMP; L-NAME + 8-Br-cGMP + ZD7288. Fehlerbalken: 





Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, einen Teil der Mechanismen der 
synaptischen Plastizität der Körnerzell-Synapsen am medialen Tractus perforans in 
Abhängigkeit vom Alter der Versuchstiere aufzudecken. Obwohl die allgemeinen 
Prinzipien von synaptischer Plastizität heute gesichert sind (21,40), gibt es doch 
weiterhin Debatten um die tieferliegenden zellulären Mechanismen (25). Gerade die 
Rolle von Stickstoffmonoxid bei der neuronalen Homöostase konnte – im Gegensatz 
zu dessen Rolle im Gefäßsystem – noch nicht abschließend bestimmt werden 
(2,41,59). Noch weniger klar ist die Bedeutung der HCN-Kanäle für die Funktion der 
synaptischen Plastizität (69). Die altersabhängige Expression dieser Kanäle am 
medialen Tractus perforans (MPP) (15) ist jedoch ein Hinweis, den diese Arbeit 
aufgreifen soll. 
4.1 Das in-vitro-Modell der synaptischen Plastizität 
Trotz jahrzehntelanger Forschung sind noch nicht alle Funktionsmechanismen des 
Hippocampus aufgeklärt. Da dieser aber eine so zentrale Rolle in der Funktion des 
Gedächtnisses spielt, wird dieses Gebiet nach wie vor intensiv erforscht. Dies 
geschieht in der Hoffnung, dass ein umfassendes Verständnis des Hippocampus auch 
zu einem tieferen Verständnis der Gedächtnis-Funktion und ihrer Störungen beiträgt 
(25,108). Obwohl die Morphologie des Hippocampus sich zwischen Nagetieren und 
Menschen durchaus unterscheidet, ist die histologische Struktur dieser Formation über 
die beiden Spezies stark konserviert und im prinzipiellen Aufbau gleich (1). So lassen 
sich grundlegende Funktionen des Hippocampus im Tiermodell gut untersuchen (109). 
Die Mechanismen der synaptischen Plastizität werden im Experiment vor allem mit 
dem Modell der Langzeitpotenzierung untersucht (32). Der Vorteil dieser Methode ist, 
dass Ergebnisse standardisiert darstellbar sind und eine quantitative Auswertung 
erlauben. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Quantifizierung der Wert der Steilheit 
gewählt, durch den die Kinetik der fEPSPs am besten abgebildet ist. Weiterhin lassen 
sich durch Doppelpuls-Stimulation sofort der mediale und laterale Anteil des Tractus 
perforans differenzieren (15), was für die vorliegenden Untersuchungen unverzichtbar 
war. 
Im Vergleich zu anderen Mechanismen neuronaler Plastizität, wie zum Beispiel 
dendritischer Integration, astrozytärer Modulation oder zellweiten Veränderungen zur 
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Speicherung von Informationen, ist die Langzeitpotenzierung ein 
Untersuchungsgegenstand, der leicht zu standardisieren ist (110–114). Auch die 
Fähigkeit hippocampaler Neurone zur adulten Neurogenese trägt möglicherweise zur 
Gedächtnisleistung bei (6). Somit ist klar, dass Langzeitpotenzierung nur einer von 
mehreren zellulären Mechanismen zur Ausbildung von Gedächtnis ist (25). 
In der Kontroll-Versuchsgruppe P9–15 sollte die LTP der Körnerzell-Synapsen am 
MPP von früh-postnatalen Versuchstieren quantifiziert werden. Bei der Wiederholung 
der Versuche unter Hinzugabe von Blockern und Analoga der Effektoren des 
vermuteten Signalwegs wurde ein quantitativer Unterschied herausgearbeitet, der 
Aufschluss geben soll über die Funktion der NO-Synthase an diesen Synapsen. 
Durch Normierung der Versuche wurden Unterschiede zu anderen Versuchsaufbauten 
auf ein Minimum reduziert. Auch die ermittelte LTP unter Kontrollbedingungen mit (156 
± 8) % ist gut mit der Literatur vereinbar (25). 
4.2 Die NOS-Blockade am medialen Tractus perforans 
Um auf die Funktion der NO-Synthase an den Körnerzell-Synapsen des MPP zu 
schließen, wurde diese in einer Versuchsgruppe (P9–15, L-NAME) blockiert. Durch 
identischen Versuchsaufbau und identische Auswertung wurde gewährleistet, dass 
quantitative Unterschiede der Langzeitpotenzierung tatsächlich auf die Blockade der 
NO-Synthase zurückgehen. Die Konzentration von L-NAME in der Versuchslösung lag 
mit 100 µM ausreichend über der mittleren inhibitorischen Konzentration von 70 µM. 
Die durchgeführten Versuche zeigten, dass die Synthese von Stickstoffmonoxid durch 
die NO-Synthase unerlässlich ist für die Ausbildung der Langzeitpotenzierung an 
diesen Synapsen. 
Dass Stickstoffmonoxid am medialen Tractus perforans eine Wirkung auf die 
synaptische Plastizität hat, wurde bereits gezeigt (98). Es wurde unter anderem die 
Langzeitdepression (LTD) untersucht, wobei sich herausstellte, dass NO den Betrag 
der LTD signifikant verringerte. Dieser Effekt zeigte sich, wie in der vorliegenden 
Arbeit, nur bei früh-postnatalen Tieren (P9–15) (98). Der Wirkort des neuronal 
synthetisierten Stickstoffmonoxids ist nicht auf eine Seite der Synapse festgelegt. 
Doch die Aktivierung der neuronalen NO-Synthase (nNOS) erfolgt in der Regel über 
den NMDAR-abhängigen Calcium-Influx an der postsynaptischen Membran (115). Da 
dieses Signal auch die Transduktion der LTP vermittelt (40), ist ein Zusammenhang 
dieser Prozesse nicht unwahrscheinlich. Tatsächlich wurde beschrieben, dass 
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postsynaptisch gebildetes NO mittels präsynaptisch gebildetem cGMP zur LTP 
kultivierter hippocampaler Synapsen beiträgt (62,64,104). Synthese-Geschwindigkeit 
und Effekt-Radius lassen solch eine Rolle von Stickstoffmonoxid durchaus zu (48,56). 
Allerdings wurde unabhängig von der NMDAR-Aktivierung eine Aktivität der NO-
Synthase nachgewiesen, die zwar auch an der präsynaptischen Membran wirkt, aber 
eher homöostatischen Charakter hat (46,65). Ebenso wurde ein NO-Effekt auf die 
NMDA-Rezeptoren beobachtet, der abhängig von postsynaptischen HCN-Kanälen 
war (73). Auch wenn die Wirkung von NO im Nervensystem bei weitem noch nicht 
vollständig beschrieben ist, konnte seine Einbindung in grundlegende 
neurophysiologische Prozesse schon gezeigt werden. Die beschriebenen Effekte über 
HCN-Kanäle sprächen hier in erster Linie für eine Regulation der passiven 
Membraneigenschaften, sei es an der prä- oder an der postsynaptischen Membran 
(siehe Kapitel 1.4.2). 
Es konnte in der vorliegenden Arbeit klar herausgearbeitet werden, dass an den 
Körnerzell-Synapsen des MPP früh-postnataler Ratten ohne die Synthese von 
Stickstoffmonoxid keine signifikante Langzeitpotenzierung mehr möglich ist (siehe 
Kapitel 3.1). Bei adulten Tieren findet man diesen Effekt nicht mehr. Das ist ein erster 
Hinweis auf die möglichen Ursachen. Da nur die früh-postnatalen Tiere HCN-Kanäle 
an den Körnerzell-Synapsen des MPP exprimieren und auch nur diese Tiere von der 
NO-Blockade betroffen sind, müssen die HCN-Kanäle als möglicher Effektor des NO-
Signals genauer untersucht werden. 
4.3 Rekonstruktion des NO-Signalwegs 
Die Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) im Gefäßsystem ist weitgehend bekannt und 
hat seit langem einen festen Platz in der Therapie von Krankheitsbildern wie dem der 
Angina pectoris (50). Von dort und aus Studien an Hirngewebe ist bekannt, dass NO 
in erster Linie über die Aktivierung der Guanylatcyclase und die Bildung von cGMP 
seine Wirkung vermittelt (2,58). Mittels eines sogenannten Rettungsversuches wurde 
in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern dieser Signalweg auch der NO-
Wirkung auf die synaptische Übertragung zugrundeliegt. Zu diesem Zweck wurden die 
Versuche unter Hinzugabe des cGMP-Analogons 8-Bromoguanosin-3',5'-
Cyclomonophosphat (8-Br-cGMP) wiederholt. Sollte NO seine Wirkung auf die LTP an 
den untersuchten Synapsen über cGMP vermitteln, so wäre in Anwesenheit des NO-
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Synthase-Blockers L-NAME und des cGMP-Analogons 8-Br-cGMP ein Betrag der LTP 
wie unter Kontroll-Bedingungen zu erwarten. 
Wie in Kapitel 3 beschrieben, kann genau dieser Effekt beobachtet werden. Durch 
Blockade der NOS ist der Betrag der LTP statistisch signifikant niedriger, und 
unterscheidet sich nicht mehr vom Ausgangswert der fEPSP-Steilheit. Zwischen dem 
Betrag der LTP unter Kontrollbedingungen und dem Betrag der LTP unter NOS-
Blockade und cGMP-Analogon findet sich hingegen kein statistisch signifikanter 
Unterschied. Daraus lässt sich folgern, dass der Effekt der NOS-Blockade durch 
Zugabe eines cGMP-Analogons ganz aufgehoben wird und NO seine Wirkung über 
die Bildung von cGMP vermittelt. Sollten andere Zweige des NO-Signalwegs vorliegen, 
wären diese jedenfalls nicht durch die eingesetzte Versuchsanordnung zu registrieren. 
Diese Zweige würden die Modulation präsynaptischer Proteine umfassen, wie 
SNAP25, munc18 oder VAMP, welche über die Bildung von Nitrosothiol-Gruppen 
erfolgt (55). 
NO kann seine Wirkung auf beiden Seiten der Synapse entfalten, da sein 
Diffusionsradius groß genug ist, um den synaptischen Spalt zu überwinden (56). Aus 
diesem Grund wurde schon früh die Möglichkeit in Betracht gezogen, dass 
Stickstoffmonoxid als retrogrades Sekundärsignal (engl. retrograde second 
messenger) fungieren könnte (51,62). An CA1-Neuronen des Hippocampus wurde 
dann auch eine NO-Wirkung auf die LTP beschrieben, indem durch Einbringen von 
NO-Blockern ins präsynaptische Axon die Expression der LTP verhindert (62) sowie 
durch die Applikation eines cGMP-Analogons ins präsynaptische Axon die LTP 
induziert werden konnte (64,104). An den CA1-Neuronen konnten später auch sowohl 
ein präsynaptischer Effekt von HCN-Kanälen auf die Glutamat-Ausschüttung (65) als 
auch ein postsynaptischer Effekt von HCN-Kanälen auf die NMDA-Rezeptor-Ströme 
(73) beobachtet werden, die beide vom NO/cGMP-Signalweg abhängen und an der 
Expression der LTP an diesen Synapsen mitwirken. 
Für die Körnerzell-Synapsen des MPP, die in der vorliegenden Arbeit untersucht 
wurden, gab es dagegen noch keine elektrophysiologischen Untersuchungen 
bezüglich dieses Mechanismus (15). Es konnte aber bereits gezeigt werden, dass 
HCN-Kanäle an diesen Synapsen eine besondere Rolle spielen, da sie nur im früh-
postnatalen Stadium der Entwicklung, und nur präsynaptisch nachweisbar sind (15). 
Es lag also nahe, einen funktionellen Zusammenhang zwischen dem oben 
Diskussion 
 47 
beschriebenen NO/cGMP-Signalweg und den präsynaptischen HCN-Kanälen des 
MPP zu untersuchen. 
Nachdem in den ersten Versuchsgruppen der NO/cGMP-Signalweg als Transduktor 
der LTP bei früh-postnatalen Tieren beobachtet werden konnte, wurde in einem 
nächsten Schritt geprüft, ob präsynaptische HCN-Kanäle ein Effektor des cGMP-
Signals sind. Hierzu wurde zusätzlich zur Pharmaka-Applikation im Rettungsversuch 
(siehe Kapitel 3.2.1) der HCN-Kanal-Blocker ZD7288 in die Versuchslösung gegeben. 
An den Körnerzell-Synapsen des MPP adulter Tiere hatte ZD7288 keinerlei Effekte, 
sodass eine akzidentelle Blockade von spannungsabhängigen Natrium-Kanälen oder 
Glutamat-Rezeptoren sehr unwahrscheinlich ist. 
Sollte cGMP beispielsweise über Proteinkinasen noch auf anderen Wegen als dem 
beschriebenen zur LTP beitragen, wäre trotz dieser weiteren Blockade eine LTP mit 
einem signifikanten Betrag über dem Ausgangs-fEPSP zu erwarten. Stattdessen aber 
zeigte sich unter der zusätzlichen Applikation des HCN-Kanal-Blockers eine 
vollständige Verhinderung der LTP-Expression (siehe Kapitel 3.2.2). In der 
statistischen Auswertung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Blockade 
der NO-Synthase und der Blockade der HCN-Kanäle gefunden werden. Die 
vorliegenden Untersuchungen zeigten eine Signalkaskade von der NO-Synthase über 
cGMP bis zu den HCN-Kanälen (siehe Kapitel 3.2.3). 
 
Abbildung 21. Schema der Signalkaskade am MPP 
dBS: delta burst stimulation, NOS: NO-Synthase, NO: Stickstoffmonoxid, sGC: lösliche Guanylatcyclase 
(engl. soluble guanylyl cyclase), cGMP: cyclisches Guanosinmonophosphat, HCN: HCN-Kanäle (engl. 
hyperpolarization activated, cyclic nucleotide gated, non-selective cation channels), LTP: 
Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation). 
4.4 Differenzierung prä- und postsynaptischer Prozesse 
Die durchgeführten Versuche allein zeigen nicht, welcher Schritt der oben 
beschriebenen Kaskade wo lokalisiert ist. Die Literatur jedoch beschreibt die HCN-
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Kanäle als präsynaptisch (15), während die NO-Synthase in der Regel postsynaptisch 
liegt (115). 
Die Differenzierung von prä- und postsynaptischen Prozessen erfolgt über die Analyse 
des Doppelpulsverhältnisses (eng. paired pulse ratio, PPR). Eine Änderung der PPR 
zeigt hierbei eine Veränderung der Freisetzungswahrscheinlichkeit der 
präsynaptischen Transmitter an (siehe Kapitel 1.2.2). 
Wie aus der Auswertung der dBS-Versuche unter Kontrollbedingungen hervorgeht, 
findet keine signifikante Änderung der PPR statt, obwohl eine LTP exprimiert wird. Es 
handelt sich bei der Expression der LTP an den Körnerzell-Synapsen des früh-
postnatalen Gyrus dentatus also wahrscheinlich um einen postsynaptischen Prozess. 
Aufgrund der präsynaptischen Lokalisation der HCN-Kanäle würde man in den 
folgenden Versuchsreihen eine Änderung der PPR als Zeichen präsynaptischer 
Prozesse erwarten. Stattdessen findet sich jedoch auch hier keine signifkante 
Änderung der PPR. Hierfür gibt es zwei verschiedene Erklärungen: 1) Entweder der 
NO-Signalweg vermittelt seinen Effekt an der postsynaptischen Membran oder 2) er 
ist nicht an der Expression, sondern an der Induktion der LTP beteiigt. 
4.5 Die Rolle der HCN-Kanäle bei der Langzeitpotenzierung 
In den vorliegenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass an den Körnerzell-
Synapsen im Gyrus dentatus früh-postnataler Tiere die Expression der 
Langzeitpotenzierung von den HCN-Kanälen abhängt (siehe Kapitel 3.2.2). Für 
weitere Aussagen wären intrazelluläre Messungen der applizierten Protokolle 
wünschenswert (116). Hierbei könnten prä- und postsynaptische Prozesse noch weiter 
aufgeschlüsselt werden. 
Ungeachtet dessen muss jedoch beachtet werden, dass die im Versuch blockierten 
HCN-Kanäle nur präsynaptisch nachgewiesen wurden (15). Man muss hier also davon 
ausgehen, dass die beobachtete Signalkaskade (siehe Abbildung 21) ihren Effekt an 
der präsynaptischen Membran vermittelt. Da die Expression der LTP aber 
postsynaptisch erfolgt (siehe Kapitel 4.4), hat der beobachtete Effekt wahrscheinlich 
nur einen permissiven Charakter, indem er die Transduktion der LTP ermöglicht. 
Hierbei gilt es auch zu beachten, dass in adulten Tieren mit der Expression der 
präsynaptischen HCN-Kanäle auch die Abhängigkeit der LTP von der NO-Synthase 
fehlt (siehe Kapitel 3.1.3). Durch welche Veränderungen die Synapsen im adulten 
Gewebe dazu in der Lage sind, ohne HCN-Kanäle und NO/cGMP-Signalweg eine LTP 
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zu exprimieren, wird diese Arbeit nicht klären können. Die besonderen Eigenschaften 
der früh-postnatalen Synapse werden im Folgenden erörtert. 
An Kulturen embryonaler Hippocampus-Neurone wurde ein retrograder NO-Signalweg 
beschrieben, der durch postsynaptische NMDA-Rezeptoren initiiert wird und 
präsynaptisch die Vesikel-Endozytose verstärkt (60). Hieraus resultiert eine Erhöhung 
der zur Verfügung stehenden Menge des Neurotransmitters und damit eine 
Verstärkung des elektrischen Signals an der postsynaptischen Membran. Zwar ist die 
Analogie dieses NO/cGMP-Signalwegs zum vorliegenden Versuch offensichtlich, 
jedoch ist der Effektor des dort beschriebenenen Signalwegs das PIP2-Molekül 
(Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat), welches die Vesikel-Endozytose auf 
mehreren Ebenen reguliert (60). Diese Regulierung umfasst die an der Endozytose 
mitwirkenden Proteine Clathrin (117–119), Dynamin (120,121), Synaptojanin (122), 
und Aktin (123) sowie die Regulierung spannungsabhängiger Calcium-Kanäle (124). 
Letztere seien aber nicht für den beobachteten NO- und damit PIP2-Effekt 
verantwortlich (60). Es zeigt sich dort, dass NO – vor allem in unreifen hippocampalen 
Neuronen – durchaus an der Homöostase der synaptischen Tätigkeit mitwirkt, und 
zwar als retrogrades interzelluläres Signal. Die Experimente der hier vorliegenden 
Arbeit legen für die untersuchten Synapsen nahe, dass NO seine Wirkung zu einem 
nicht unerheblichen Teil über HCN-Kanäle vermittelt. 
 
Abbildung 22. Aktivierungskurven von Ih und INa 
Links: Der Strom Ih wird durch Depolarisation inaktiviert. Die Nähe des Umkehrpotentials Urev zum 
Umkehrpunkt der Kurve U1/2 begründet die ambivalenten Eigenschaften dieses Stroms. Rechts: Die 
Aktivierungskurve der spannungsabhängigen Natrium-Kanäle. Das Umkehrpotential Urev liegt weit 
entfernt vom physiologischen Membranpotential. Hierdurch ist der Strom INa per definitionem 
depolarisierend. Modifiziert nach (68). 
HCN-Kanäle erfüllen an der Zellmembran im Wesentlichen zwei Funktionen. Sie 
steuern einerseits die elektrische Erregung der Zelle, wie beispielsweise im 
Sinusknoten des Herzens, und kontrollieren andererseits die Reaktion einer Synapse 
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auf erregende Signale (68). Da letzteres in den vorliegenden Untersuchungen der Fall 
ist, verdient besonders dieser Aspekt eine tiefergehende Betrachtung. 
Im Gegensatz zu anderen depolarisierenden Strömen, wie dem Natrium-Strom des 
Aktionspotentials der Neurone und dem Calcium-Strom des Aktionspotentials der 
Myozyten, liegt das Umkehrpotential des Ih relativ nah am Ruhemembranpotential und 
dem Median seiner Aktivierungskurve U1/2 (68,125) (siehe Abbildung 22). Während 
U1/2 etwa –80 mV beträgt (109,126), liegt das Umkehrpotential Urev bei etwa –25 mV 
(68,125). Bei einem typischen Ruhemembranpotential eines Neurons von –70 mV sind 
die HCN-Kanäle also teilweise geöffnet und erzeugen einen depolarisierenden Strom 
Ih. Eine Hyperpolarisation der Zellmembran geht entsprechend der Aktivierungskurve 
mit einer Aktivierung der Kanäle einher, wodurch das Membranpotential wieder in 
Richtung ihres Umkehrpotentials und des Ruhemembranpotentials depolarisiert wird. 
Diesen Vorgang kann man als depolarisierende Aussackung des Potentials (engl. 
"depolarizing voltage sag") im Experiment beobachten (127). Wird die Zellmembran 
hingegen depolarisiert, werden die HCN-Kanäle deaktiviert und der Wegfall ihres 
depolarisierenden Stroms Ih führt zur Hyperpolarisation in Richtung des 
Ruhemembranpotentials, welche als hyperpolarisierende Aussackung des Potentials 
(engl. "hyperpolarizing voltage sag") bezeichnet wird (127). Durch diese 
repolarisierenden Eigenschaften tragen die HCN-Kanäle zur Stabilisierung des 
Membranpotentials bei (128). Es mag diese negative Rückkopplung (68) sein, 
deretwegen eine Löschung des HCN1-Gens zu einer Verstärkung der LTP an den 
Synapsen zwischen Tractus perforans und CA1-Region des Hippocampus führt (16). 
Auch wurde eine reduzierte Expression von HCN-Kanälen an postiktalen Synapsen 
beobachtet, die mit einer erhöhten Erregbarkeit ebenjener einherging (129). An den 
Synapsen der Schaffer-Kollateralen auf die CA1-Region vermitteln die HCN-Kanäle 
hingegen eine Steigerung der Glutamat-Ausschüttung, die vom NO/cGMP-Signalweg 
abhängig ist (65). Als Grund hierfür könnte die depolarisierende Funktion des Stromes 
Ih in Frage kommen. Unter welchen Umständen aber die beschriebenen Eigenschaften 
die synaptische Übertragung eher verstärken oder eher hemmen, bleibt trotz vieler 
Untersuchungen offen (73,98,130–132). 
Der permissive Charakter des Ih für die LTP wurde bereits an neuromuskulären 
Synapsen von Flusskrebsen gezeigt (133). Ähnlich wie in den Experimenten dieser 
Arbeit war dort der Strom der präsynaptischen HCN-Kanäle entscheidend für die 
Transduktion der LTP, ohne jedoch direkt an der Expression teilzunehmen. An 
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anderen Synapsen wirken präsynaptische HCN-Kanäle auch an der Expression der 
LTP mit (134). Es gibt einige Eigenschaften des Stroms Ih, die dies erklären können. 
So senken die HCN-Kanäle den Eingangswiderstand einer Membran (109,125), indem 
sie durch ihre Offenwahrscheinlichkeit den Gesamtstrom über die Membran erhöhen 
(68). Dieser Shunt führt zu einer verminderten Erregbarkeit der Zellmembran, wodurch 
diese stabilisiert wird und das schnelle Entstehen von fEPSPs ermöglicht wird (109).  
Weiterhin regulieren HCN-Kanäle durch ihre ambivalenten Eigenschaften die 
Eigenfrequenz einer Synapse, wie unter anderem im Hippocampus gezeigt wurde 
(135). Während die Kanäle bei niedrigen Frequenzen genug Zeit zum Öffnen haben 
und so Potentialänderungen entgegenwirken, ist dies bei höheren Frequenzen nicht 
der Fall, sodass diese eher übertragen werden (68). Indem gleichzeitig die 
Membranzeitkonstante als Tiefpassfilter fungiert, entsteht eine bevorzugte Frequenz 
zur Reizweiterleitung (136). Dies spielt für die Funktion des Hippocampus eine 
entscheidende Rolle (137). Allerdings wurde in Untersuchungen der Körnerzell-
Synapsen an humanem epileptischem Gewebe trotz des Hochpassfilters der HCN-
Kanäle keine solche bevorzugte Frequenz gefunden (109). Die dort untersuchten 
HCN-Kanäle lagen allerdings postsynaptisch, sodass ein direkter Vergleich mit den 
vorliegenden Untersuchungen nicht möglich ist. 
Überträgt man diese Überlegungen auf die vorliegenden Ergebnisse, so drängt sich 
die Schlussfolgerung auf, dass es gerade die passiven Eigenschaften der 
präsynaptischen Membran sind, die zu den hier beobachteten Effekten führten. Sollte 
die Expression der HCN-Kanäle und ihre Aktivierung durch NO/cGMP zur Homöostase 
von Ruhemembranpotential, Eingangswiderstand und eventuell Eigenfrequenz 
beitragen, würde sich erklären, warum sie für die LTP nötig sind, ohne an ihrer 
Expression teilzunehmen. Gleichzeitig erscheint es möglich, dass die Synapsen früh-
postnataler Tiere gesondert durch HCN-Kanäle reguliert werden müssen, wenn die 
passiven Eigenschaften der präsynaptischen Membran erst im adulten Gewebe 
stabilisiert werden. In diesem Zusammenhang geben auch oben genannte 
Experimente derselben Synapse in epileptischem Hirngewebe erwachsener Patienten 
weitere Hinweise (109). Dort wurde beschrieben, wie der vermehrte Strom von HCN1-
Kanälen die postsynaptische Membran vor überschießenden Depolarisationen 




Abbildung 23. Schematischer Vorschlag eines Modells der LTP-Induktion in Abhängigkeit von NO, cGMP 
und HCN-Kanälen an den Körnerzell-Synapsen des früh-postnatalen MPP 
dBS: delta-burst stimulation, NMDAR: NMDA-Rezeptor, NOS: NO-Synthase, NO: Stickstoffmonoxid, 
sGC: lösliche Guanylatcyclase (engl. soluble guanylyl cyclase), cGMP: cyclisches 
Guanosinmonophosphat, HCN: HCN-Kanal, LTP: Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation). 
Vergleiche Abbildung 4 zur LTP-Expression. 
Damit ergibt sich ein Bild von der Funktion der HCN-Kanäle, welche die unreife 
präsynaptische Membran in ihren passiven Eigenschaften stabilisiert und so die 
Transduktion der LTP bis zur postsynaptischen Membran erst möglich macht (siehe 
Abbildung 23). Dass dies vermutlich gerade durch die hemmenden Funktionen des Ih 
geschieht, nämlich als Hochpassfilter und elektrischer Shunt, ergibt auch in Hinblick 
auf die gesteigerte Erregbarkeit früh-postnatalen Hirngewebes Sinn. So könnte dieser 
Strom die Synapse vor übermäßiger Erregung schützen und dadurch die Übertragung 
des depolarisierenden Signals auf die postsynaptische Membran gewährleisten. 
Die Expression der LTP an den untersuchten Synapsen erfolgt aller 
Wahrscheinlichkeit nach analog zu den Prozessen, die in der CA1-Region 
umfangreich experimentell nachgewiesen wurden (siehe Kapitel 1.2.2). In der 
vorliegenden Arbeit konnte jedoch ein weiterer Prozess experimentell beschrieben 
werden, der bereits während der Induktion der LTP durch die delta-burst stimulation 
(dBS) und unter Einfluss von NO stattfindet. 
4.6 Ausblick 
Nachdem in der vorliegenden Arbeit viele theoretische Überlegungen über die 
physiologischen Grundlagen der beschriebenen Ergebnisse angestellt werden 
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konnten, könnten zukünftige Studien weitergehende Aussagen über die 
zugrundeliegenden Mechanismen treffen. Hierzu wären intrazelluläre Messungen in 
Verbindung mit den verwendeten Stimulationsprotokollen nötig, die die elektrische 
Funktion der HCN-Kanäle an den Körnerzell-Synapsen des medialen Tractus 
perforans genauer wiedergeben würden. Ebenso könnte die getrennte Untersuchung 
von prä- und postsynaptischen Potentialen und Strömen die Lokalisation der 
beteiligten Signalstoffe eindeutig klären. Bis dahin ist die schematische Darstellung 
der Ergebnisse in Abbildung 23 nur als vorläufige Arbeitshypothese anzusehen. 
Darüberhinaus bleibt die vollständige Charakterisierung weiterer Gruppen von 
Synapsen, die auch HCN-Kanäle exprimieren, ausstehend. 
Die membranstabilisierenden Eigenschaften der HCN-Kanäle könnten sich auch als 
antikonvulsiv herausstellen, womit eine gewisse klinische Implikation gegeben ist. 
Nicht zuletzt weil im klinischen Alltag HCN-Kanal-Blocker wie Ivabradin bereits Teil der 
kardiologischen Therapie sind, ist ein tiefergehendes Verständnis der HCN-Kanäle im 
ZNS von Bedeutung. Solch ein Verständnis wird ebenso tiefere Einblicke in das 





Die Bedeutung des Hippocampus als zentrale anatomische Formation für die 
Gedächtnisfunktion des Gehirns ist schon lange bekannt. Trotz seines einfachen 
Aufbaus, der von Nagetieren bis zum Menschen stark konserviert ist, bleibt die 
Aufdeckung der grundlegenden neurophysiologischen Mechanismen im Hippocampus 
bis heute eine noch unvollständig gelöste Aufgabe. So ist die Verschaltung der 
verschiedenen Neuronengruppen gut bekannt, ihr konkretes Zusammenspiel jedoch 
oft nicht vollkommen klar. 
Ein Prozess, der in der CA1-Region des Hippocampus musterhaft und detailliert für 
die allgemeine Funktionsweise der chemischen Synapse beschrieben wurde, ist die 
Langzeitpotenzierung. Diese ist ein praktikables Maß für die physiologische Plastizität 
bestehender Synapsen. So ist die Langzeitpotenzierung ein klares Modell zellulärer 
Gedächtnisbildung, welches auch im Lernmodell in vivo beschrieben wurde. Obwohl 
Stickstoffmonoxid im Allgemeinen schon lange als mögliches interzelluläres, 
retrogrades Signal im Rahmen der Langzeitpotenzierung diskutiert wurde, gibt es noch 
keinen experimentellen Nachweis für diesen Prozess an den Körnerzell-Synapsen im 
Gyrus dentatus. 
Während in der früh-postnatalen Phase an den Körnerzell-Synapsen im Gyrus 
dentatus die präsynaptische Expression von HCN-Kanälen gezeigt wurde, konnten 
diese Ionenkanäle bei adulten Tieren nicht nachgewiesen werden. In dieser Arbeit 
wurde der Funktion der HCN-Kanäle an diesen Synapsen und damit dem möglichen 
Grund für deren altersabhängige Expression nachgegangen. 
Durch die Untersuchung von Feldpotentialen konnte in dieser Arbeit nicht nur 
nachgewiesen werden, dass die Ausbildung der Langzeitpotenzierung vom 
NO/cGMP-Signalweg abhängig ist, der unter anderem bereits am Gefäßendothel 
beschrieben wurde. Darüberhinaus legen die vorliegenden Ergebnisse auch nahe, 
dass dieser Signalweg ebenjene präsynaptischen HCN-Kanäle aktiviert und hierdurch 
die Langzeitpotenzierung ermöglicht. Bei adulten Tieren konnte dies nicht beobachtet 
werden, was im Einklang mit den anatomischen Beobachtungen steht. 
Die vorliegenden Ergebnisse lassen in Anbetracht der Literatur vermuten, dass die 
präsynaptisch gelegenen HCN-Kanäle einen permissiven Charakter für die Expression 
der Langzeitpotenzierung haben. Ebenso wird nahegelegt, dass NO während der 
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Induktion der Langzeitpotenzierung postsynaptisch gebildet wird und anschließend 
zum präsynaptischen Axon diffundiert, um dort die lösliche Guanylatcyclase und 
sukzessive die HCN-Kanäle zu aktivieren. 
So zeigt sich deutlich die Komplexität der Integration neuronaler Signale, da im 
vorliegenden Fall eine Kaskade von chemischen Signalen die elektrischen 
Eigenschaften einer anatomisch spezifischen Gruppe von Synapsen altersabhängig 
moduliert. Damit konnte in der vorliegenden Arbeit ein Beitrag geleistet werden, die 
grundlegende Funktionsweise der chemischen Synapsen noch genauer 
aufzuschlüsseln, um die Dynamik sich entwickelnder neuronaler Netzwerke in Zukunft 
besser erfassen zu können. 
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Thesen zur Dissertation 
1) Der Hippocampus hat als anatomische Formation eine zentrale Bedeutung für 
die Gedächtnisfunktion des Gehirns. Viele Mechanismen seiner Funktion sind 
noch nicht vollständig beschrieben. 
2) Ein neurophysiologischer Mechanismus der Gedächtnisbildung ist die 
Langzeitpotenzierung an der chemischen Synapse. Die Langzeitpotenzierung 
wurde beispielhaft in der CA1-Region des Hippocampus beschrieben. 
3) An den Körnerzell-Synapsen des medialen Tractus perforans im Gyrus 
dentatus finden sich präsynaptisch altersabhängig exprimierte HCN-Kanäle, 
deren genaue Funktion noch nicht klar ist. 
4) Mit einer delta-burst stimulation kann an den Körnerzell-Synapsen des MPP 
eine Langzeitpotenzierung induziert werden. 
5) Seit langem wird die Rolle von Stickstoffmonoxid als retrogrades 
Sekundärsignal bei der Ausbildung der Langzeitpotenzierung von chemischen 
Synapsen diskutiert. Der typische Effektor auf diesem Signalweg ist cGMP. 
Cyclische Nukleotide wie cGMP aktivieren HCN-Kanäle. 
6) Die Langzeitpotenzierung an den Körnerzell-Synapsen des MPP früh-
postnataler Ratten ist abhängig von der NO-Synthase. Diese findet sich 
typischerweise postsynaptisch. 
7) Der Strom über die HCN-Kanäle hat einen permissiven Charakter für die 
Induktion der Langzeitpotenzierung. 
8) Es konnte für die Körnerzell-Synapsen am MPP früh-postnataler Ratten ein 
zusätzlicher Mechanismus der Langzeitpotenzierung beschrieben werden. 
Postsynaptisch gebildetes Stickstoffmonoxid diffundiert zum präsynaptischen 
Axon und aktiviert dort über die Bildung von cGMP die HCN-Kanäle. 
9) Durch diese Ergebnisse wird die Frage aufgeworfen, warum dieser 
Mechanismus früh-postnatal notwendig ist, und ob er in adulten Tieren ersetzt 
ober überflüssig wird. Darüberhinaus zeigen sie die Komplexität sich 
entwickelnder neuronaler Netzwerke und bilden einen Beitrag, diese in Zukunft 
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